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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
CHO  celice ovarijev samice kitajskega hrčka (angl. chinese hamster ovary cells) 
CO2  ogljikov dioksid 
DMSO  dimetil sulfoksid  
GMP  dobra proizvodna praksa (angl. good manifacture practice) 
IgG  protitelo imunoglobulin G 
IPA  izopropilni alkohol – izopropanol 
KP  krioprotektant 
MBK  mikrobiološka komora 
MCB  glavna celična banka (angl. master cell bank) 
NKZ  naprava za kontrolirano zamrzovanje 
PDL  stopnja podvojevanja populacije (angl. population doubling level) 
PDT  podvojevalni čas populacije (angl. population doubling time) 
PxDy  pasaža x, dan y (Primer: P1D2, drugi dan v prvi pasaži) 
RT  sobna temperatura (angl. room temperature) 
SF  rastna plastenka (angl. shake flask) 
VCD  koncentracija viabilnih celic (angl. viable cell density) 
WCB  delovna celična banka (angl. working cell bank) 
WFI  voda za injekcije (angl. water for injections) 
WV  delovni volumen vsebnika (angl. working volume) 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Trajne celične linije so vedno bolj pomemben produkcijski sistem za proizvodnjo 
rekombinantnih proteinov v farmacevtski industriji. Med najpogosteje uporabljenimi je 
trajna celična linija iz ovarija kitajskega hrčka (angl. chinese hamster ovary, CHO). Z 
vnosom genov za želeni protein nastajajo številni kloni, med njimi tudi taki, ki so izbrani za 
bioproces ali za nadaljnje manipulacije in morajo biti varno shranjeni. Izbrani klon je osnova 
za pripravo celične banke, ki obsega več sto kriovial celične suspenzije z enako 
koncentracijo celic in volumnom. Celične banke shranjujemo daljše časovno obdobje pri 
ultra nizkih temperaturah (≤ ‒130 °C).  
 
Celične banke tako predstavljajo vir celic (začetni material), ki so med potekom kompleksne 
in zahtevne industrijske proizvodnje potrebne za zagotovitev nemotene proizvodnje 
rekombinantnih proteinov. Na pripravo robustne in uniformne celične banke vpliva mnogo 
dejavnikov, ključen korak pa je zamrzovanje celične suspenzije, ki običajno poteka v več 
korakih z določeno hitrostjo zamrzovanja (po določenem zamrzovalnem profilu). 
Zamrzovanje za celice predstavlja osmotski stres, prihaja pa tudi do tvorbe ledenih kristalov 
v celici in izven nje. Za zaščito celic med zamrzovanjem mediju dodajamo krioprotektante. 
Ti so za celice toksični, zato je čas izpostavljenosti celic krioprotektantom omejen. Med 
spremenljivkami, ki vplivajo na odziv celic, so tudi temperatura med procesom priprave 
celic na zamrzovanje, tip in koncentracija dodanega krioprotektanta, hitrost zamrzovanja 
celic ter način odtaljevanja celic. Naštete parametre lahko optimiziramo ter s tem vplivamo 
na vitalnost in rast celic tudi po dolgih letih shranjevanja. Kljub dosedanjemu razvoju 
natančen vpliv posameznih naštetih dejavnikov še ni povsem znan. 
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
V magistrski nalogi smo na celicah CHO želeli proučiti vplive naslednjih dejavnikov na 
viabilnost in rast celic po odtaljevanju, podvojevalni čas populacije ter titer proizvedenih 
protiteles:  
 
• vpliv temperature, pri kateri pripravljamo suspenzijo celic za zamrzovanje; 
• vpliv časa izpostavljenosti celic krioprotektantu pred zamrzovanjem; 
• vpliv različnih koncentracij krioprotektanta. 
Ključni eksperiment, ki smo ga izvedli, je bilo testiranje različnih koncentracij 
krioprotektanta dimetil sulfoksida (DMSO) in časa izpostavljenosti pri zamrzovanju, kjer je 
priprava zamrzovalne suspenzije potekala pri hladnih pogojih (4 °C) ali pri sobni temperaturi 
(20 °C). To pomeni, da so bile celice pred zamrzovanjem izpostavljene DMSO pri sobni in 
nizki temperaturi. Do sedaj je bil podoben eksperiment že izveden na dveh celičnih linijah v 
okviru predhodne magistrske naloge na temo optimizacije celic CHO. Testirali so vpliv 
različnih koncentracij in časa izpostavljenosti DMSO pri postopku priprave pri hladnih 
pogojih in pri sobni temperaturi. Zanimalo nas je, kako temperatura priprave zamrzovalne 
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suspenzije, koncentracija krioprotektanta in čas izpostavljenosti krioprotektantu vplivajo na 
drugo celično linijo, ki smo jo izbrali za eksperiment. Merili smo koncentracijo in viabilnost 
celic v treh pasažah ter izvedli bioproces z dohranjevanjem, z namenom preverjanja vpliva 
zamrzovalnih pogojev na titer proizvedenih protiteles. Ker so krioviale, shranjene na ultra 
nizkih temperaturah, med rokovanjem in transportom večkrat izpostavljene temperaturam, 
drugačnim od pogojev shranjevanja, torej ≤ ‒130 °C, smo na različnih celičnih linijah 
dodatno izvedli eksperiment za ugotavljanje vpliva začasnega povišanja temperature med 
shranjevanjem. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
• Nižja koncentracija krioprotektantov ter nižja temperatura ob pripravi zamrzovalne 
suspenzije omogočata daljši čas izpostavljenosti celic krioprotektantom pred 
zamrzovanjem. 
• Celice bodo po odtaljevanju imele večjo viabilnost in koncentracijo pri nižji koncentraciji 
krioprotektantov ter nižji temperaturi ob pripravi celične suspenzije. 
• Podvojevalni čas celic bo krajši pri pripravi celične suspenzije pri nižji temperaturi ter 
nižji koncentraciji krioprotektantov.  
• Izbran postopek zamrzovanja, sestava zamrzovalnega medija, temperatura priprave 
suspenzije in čas priprave nimajo vpliva na produktivnost celic. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 POTEK ZAMRZOVANJA 
Zamrzovanje s shranjevanjem oz. krioprezervacija je proces zamrzovanja in shranjevanja 
celic, tkiv ali organov pri zelo nizkih temperaturah z namenom ohranjanja njihove 
viabilnosti. Namen krioprezervacije je ohranjanje lastnosti in funkcije celic po odtaljevanju 
in s tem zagotavljanje nadaljnje uporabe v in vivo ter in vitro aplikacijah (USPC, 2018).  
2.1.1 Procesi pred zamrzovanjem in karakterizacija celične linije 
Pred zamrzovanjem je treba poznati značilnosti in identiteto celične linije že v zgodnji fazi 
razvoja procesa. Za celične banke je pomembno predvsem poznavanje lastnosti celic in 
optimalnih pogojev rasti. Zgodovina celične linije mora biti dokumentirana, da zagotavlja 
sledljivost do kvalificirane celične linije ali drugega vira, znane in dokumentirane pa morajo 
biti tudi značilnosti in avtentičnost celične linije (USPC, 2018). Stabilnost in možnost 
okrevanja živih celic po zamrzovanju je odvisna predvsem od pogojev rasti, rokovanja s 
celicami pred zamrzovanjem in postopkov odtaljevanja. Upoštevati je treba več faktorjev, 
med drugim tip celic, število, viabilnost in fiziološko stanje celic, fazo rasti celične kulture, 
v kateri stopnji celičnega cikla se celice nahajajo ter način dela (Simione, 2009). Za večino 
sesalskih celic je koncentracija celic pred zamrzovanjem med 106 in 107 celic/ml optimalna 
in omogoča uspešno rast po odtaljevanju. Optimalno je, da celice zamrznemo, ko je celična 
kultura v eksponentni fazi rasti in preden preidejo v stacionarno fazo. V eksponentni fazi 
celice najhitreje rastejo, v stacionarni fazi pa se celična rast umiri. Celicam se lahko dan pred 
zamrzovanjem zamenja izrabljeno gojišče s svežim, vsekakor pa procesi pred zamrzovanjem 
ne smejo povzročiti dodatnega stresa, saj to lahko vpliva na izgubo celic med zamrzovanjem 
in po odtaljevanju (USPC, 2018). Zaradi občutljivosti sesalskih celic na okužbe je treba imeti 
dobro razvit sistem karakterizacije, ki obsega zaznavanje kontaminacij z bakterijami, 
glivami, virusi ter mikoplazmami (Simione, 2009). 
2.1.2 Reagenti in zamrzovalni vsebniki 
Vsi reagenti in vsebniki, ki se uporabljajo pri zamrzovanju, morajo za uporabo v 
proizvodnem procesu ustrezati smernicam regulatornih organov. Najpogosteje so v uporabi 
sterilne krioviale, kriovrečke in slamice za enkratno uporabo. Materiali, iz katerih so izdelani 
vsebniki, morajo biti kemično kompatibilni z vsebino in odporni na nizke temperature, kar 
zmanjša možnost puščanja ter zagotavlja popolno zaprtost vsebnika. Tipi kriovial, nalepk, 
črnila ali pisal morajo biti obstojni pri temperaturi tekočega dušika. Vsak vsebnik mora biti 
označen s črtno kodo ali z imenom celične populacije, datumom zamrzovanja, lot številko 
in številom pasaž. Dodatne informacije so lahko priložene k dokumentaciji. Za boljšo 
evidenco kriovial iz ene celične banke jih je potrebno zaporedno oštevilčiti (USPC, 2018). 
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2.1.3 Izbira in dodajanje krioprotektanta 
Katerakoli snov, ki po dodatku v zamrzovalno gojišče vpliva na večjo preživelost celic po 
odtaljevanju, se imenuje krioprotektant (Elliott in sod., 2017). Običajno jih delimo v dve 
skupini: znotrajcelične (penetrirajoče) in zunajcelične (nepenetrirajoče). Znotrajcelični 
imajo majhno molekulsko maso in prodirajo v celice, npr. DMSO in glicerol. Uporabljamo 
jih za zmanjševanje poškodb celic pri počasnem zamrzovanju. Zunajcelični krioprotektanti, 
kot npr. polivinilpirolidon in hidroksietilškrob, imajo relativno veliko molekulsko maso 
(večjo ali enako saharozi) in so učinkoviti pri zaščiti celic pri hitrem zamrzovanju 
(Brockbank in sod., 2004; Elliott in sod., 2017). Večina teh snovi ima dobre lastnosti 
krioprotektantov, ampak so za celice toksični. Najbolj uporabna in pogosto uporabljena 
krioprotektanta sta DMSO in glicerol. DMSO se uporablja v koncentracijah 5‒15 % (V/V). 
Nekatere celične linije so občutljive za podaljšano izpostavljenost DMSO. Te učinke je 
možno zmanjšati z dodatkom DMSO celični suspenziji, ki je ohlajena na 4 °C, in z 
odstranitvijo oz. redčitvijo takoj po odtaljevanju. Kljub temu da je glicerol manj toksičen za 
celice kot DMSO, pogosto povzroča osmotske težave po odtaljevanju (Ryan, 2004). Ker so 
krioprotektanti običajno hipertonične raztopine, voda izstopa iz celice, saj s tem zmanjšuje 
razliko v osmotskem potencialu med notranjostjo in zunanjostjo celice. DMSO počasi 
prodira v celico in ponovno vzpostavlja ravnovesje. Zaradi zmanjševanja osmotskega stresa 
se krioprotektante dodaja suspenziji počasi v več stopnjah ali z dodajanjem ob steno 
vsebnika s suspenzijo. Med mešanjem raztopin z DMSO se sprošča toplota, ki lahko 
poškoduje celice. Predhodno hlajenje zmanjša učinek segrevanja raztopine zaradi mešanja z 
DMSO, zmanjša spremembe volumna zaradi osmolarnosti in izgubo celic zaradi 
izpostavljenosti DMSO. Čas izpostavljenosti celic krioprotektantom pred zamrzovanjem 
mora biti omejen, maksimalni čas izpostavljenosti pa mora biti določen med razvojem 
protokolov za rutinsko uporabo (USPC, 2018). 
2.1.4 Ohlajevanje in zamrzovanje 
Po tem, ko je celični suspenziji dodan krioprotektant in so krioviale napolnjene, je treba 
celično suspenzijo zamrzniti. Zamrzovalni profil ima pomembno vlogo, saj vpliva na tvorbo 
in velikost ledenih kristalov. Določeni tipi celic potrebujejo prilagojene zamrzovalne profile, 
za večino celic pa je uspešen splošen profil zamrzovanja, kjer se suspenzija ohlaja s sobne 
temperature po 1 °C na minuto do ‒80 °C. Za doseganje uniformiranih in kontroliranih 
zamrzovalnih profilov se uporabljajo naprave za kontrolirano zamrzovanje (NKZ). Takšne 
naprave z dovajanjem tekočega dušika uravnavajo hitrost in temperaturo zamrzovanja glede 
na nastavljen zamrzovalni profil. Alternativa so zamrzovalne posodice kot npr. Mr. Frosty, 
ki so med drugim tudi enostavnejše za uporabo in posnemajo zamrzovalni profil ohlajevanja 
1 °C na minuto (Simione, 2009). Zamrzovalne posodice so napolnjene z izopropilnim 
alkoholom (IPA), ki deluje kot kopel, s katero se doseže bolj uniformiran prenos toplote in 
s tem zamrzovanje (Ryan, 2004). 
2.1.5 Shranjevanje in transport 
Po koncu zamrzovanja zamrznjene celice prenesemo iz naprave za kontrolirano zamrzovanje 
ali drugih priprav za zamrzovanje v kriogene shranjevalne enote. Med prenosom kriovial se 
izogibamo povišanju temperature (USPC, 2018). V izogib segrevanju je z zamrznjenimi 
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kriovialami potrebno rokovati zelo hitro. Za transporte in druge prenose se uporablja suhi 
led ali tekoči dušik, da temperatura ostane pod ‒70 °C (Ryan, 2004). Med shranjevanjem je 
treba zagotavljati, da v plinski fazi tekočega dušika temperatura ne naraste nad kritično 
temperaturo ‒130 °C (USPC, 2018). Določene krioposode s tekočim dušikom omogočajo 
shranjevanje v plinski fazi med ‒140 °C do ‒180 °C ali pa v tekoči fazi pod ‒196 °C (Ryan, 
2004). Sistem inventarja mora biti oblikovan na tak način, da omogoča enostavno dostopanje 
do zamrznjenih celic. S skrajšanjem časa rokovanja in omejitvijo dostopa do zamrznjenih 
celic na nekajkrat dnevno se omeji izpostavljenost celic višjim temperaturam, ki lahko 
vplivajo na viabilnost in posledično na dolgoročno stabilnost. Celične banke, do katerih se 
ne dostopa pogosto, je smiselno ločiti od tistih, do katerih se dostopa pogosteje zaradi 
možnosti sprememb temperature (USPC, 2018). 
2.1.6 Odtaljevanje 
Celice morajo biti ne glede na način zamrzovanja odtaljene čim hitreje, proces odtaljevanja 
naj se začne takoj po odvzemu vsebnikov iz shranjevalne enote. Počasno odtaljevanje vodi 
v poškodbe celic zaradi ponovne kristalizacije in izpostavljenosti visokim koncentracijam 
krioprotektanta. Hitrost odtaljevanja mora biti  več kot 1 °C/s. Odtaljevanje običajno poteka 
v vodni kopeli ali termobloku – napravi, ki se uporablja za segrevanje vsebnikov z vzorci. 
Temperatura vode v vodni kopeli mora biti nadzorovana. Vodna kopel mora biti pogosto 
očiščena in napolnjena s sterilno vodo ali vodo za injekcije (angl. Water for injection, WFI) 
za zmanjševanje možnosti kontaminacije. Nekateri laboratoriji uporabljajo plastične vrečke, 
v katere dajo vsebnike, da preprečijo direkten stik z vodo. Alternativa so kopeli s steklenimi 
kroglicami, segretimi na 37 °C. Previsoke temperature odtaljevanja (nad 42 °C) lahko 
poškodujejo celice in sprožijo apoptozo ter nekrozo (USPC, 2018). 
2.1.7 Procesi po odtaljevanju  
Zaradi vpliva krioprotektantov na celice so pomembni tudi koraki po odtaljevanju, kot npr. 
spiranje in redčenje krioprotektanta. Ker so celice bolj občutljive na raztezanje kot na 
krčenje, je potrebno protokol optimizirati. Z določanjem celične viabilnosti po odtaljevanju 
spremljamo vpliv postopka zamrzovanja na celice. Najpogosteje viabilnost celic določamo 
z barvanjem s tripan modrim, pri katerem se celice s poškodovano celično membrano 
obarvajo. Minimalno mejo viabilnosti določimo glede na izkušnje s celično linijo (USPC, 
2018). 
2.2 VPLIV ZAMRZOVANJA NA FIZIOLOGIJO CELICE  
Namen zamrzovanja je upočasniti proces celičnega staranja ali popolnoma zaustaviti celično 
aktivnost, zato se za dolgotrajno shranjevanje uporablja tekoči dušik oz. temperature ≤ ‒130 
°C. Pri teh temperaturah se voda ne nahaja več v tekoči obliki, ampak zavzame obliko 
amorfnega ali kristalnega ledu. Ker imata obe obliki veliko večjo gostoto od tekoče vode, se 
difuzija ustavi (Seth, 2012). Poškodbe celic so pri zamrzovanju običajen pojav in so 
večinoma usodne za večino živih organizmov (Jang in sod., 2017). Glavna razloga za 
nastanek poškodb sta transport vode preko plazemske membrane in nastanek znotrajceličnih 
ledenih kristalov, kar je prikazano tudi na sliki 1. Med zamrzovanjem do ‒5 °C zaradi 
prehitrega ohlajanja ali znižanja točke ledišča zaradi dodatka krioprotektantov celice in 
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okoliški medij ne zmrznejo. Med ‒5 in ‒15 °C se začne tvoriti zunajcelični led, voda v celici 
pa je zelo ohlajena. Če zamrzovanje poteka počasi, celica hitro izgublja vodo zaradi 
eksosmoze, kar vodi v dehidracijo celice. Če zamrzovanje poteka prehitro, celice vode ne 
izgubljajo dovolj hitro in zato zmrznejo znotrajcelično, kar običajno vodi v celično smrt. 
Celice, ki zmrznejo znotrajcelično, so med drugim bolj občutljive na počasno kot tudi na 
hitro segrevanje, saj omogoča počasno segrevanje agregacijo majhnih ledenih kristalov, iz 
katerih nastajajo večji, ti pa poškodujejo celice. Celice, ki so zamrznjene dovolj počasi, da 
ne vsebujejo znotrajceličnega ledu, na takšne poškodbe niso občutljive (Seth, 2012). 
Podroben prikaz vpliva temperature na celice in učinka krioprotektanta (KP) je prikazan na 
sliki 1.  
 
 
Slika 1: Vpliv procesa zamrzovanja in krioprotektanta na celice (prirejeno po Jang in sod., 2017) 
Zaradi izpostavljenosti nizkim temperaturam med zamrzovanjem so celice podvržene 
oksidativnemu stresu, ki v kombinaciji s splošno izpostavljenostjo prostim radikalom 
sprožijo različne oblike odzivov na stres. Celice so glede na tip različno občutljive na stres, 
povzročen z zamrzovanjem, kar se po odtaljevanju lahko odrazi v padcu viabilnosti med 30‒
70 % v roku 24‒48 ur. Odzivi na stres zaradi nizkih temperatur so povezani s strukturnimi 
spremembami celične membrane, sproščanja kalcija, osmotskih fluksov, nastanka prostih 
radikalov in oksidativnega stanja celic. Med drugim se lahko pojavi tudi molekularna celična 
smrt nekaj ur ali dni po odtaljevanju zaradi zakasnjenega začetka celične smrti, inducirane z 
zamrzovanjem. Ta se kot visoka viabilnost odraža takoj po odtaljevanju, ki pa postopno pada 
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v prvih 24‒48 urah okrevanja celic po apoptotskih in nekrotskih dogodkih, ki jih sproži 
zamrzovanje. Preživetje celic je zaradi tega običajno veliko manjše kot takoj po odtaljevanju 
(Seth, 2015). 
2.3 IZDELAVA IN POMEN CELIČNIH BANK V FARMACIJI 
Sesalske celice kot npr. CHO se v farmaciji pogosto uporabljajo za proizvodnjo 
rekombinantnih terapevtskih proteinov. Za vsak terapevtski protein je potrebno razviti 
celično linijo z ustreznimi lastnostmi za proizvodnjo. Selekcioniran klon mora biti stabilen 
skozi ves čas proizvodnje v majhnem in velikem obsegu. Vsaka celična linija je po 
določenem času kultivacije podvržena spremembam fenotipa in genetskih lastnosti. Med 
drugim vodi dolgotrajno gojenje celične kulture v izgubo prvotnih lastnosti celic ter 
povečano možnost kontaminacije z mikroorganizmi, zato ohranjanje kulture celic z 
dolgotrajnim gojenjem ni primer dobre prakse (Seth, 2012). Biotehnološki produkti, ki jih 
proizvajajo celice, so podvrženi dolgotrajnim procesom patentne registracije, zato morajo 
biti celice v tem času ustrezno shranjene. Ker je zahtevano shranjevanje tudi do 30 let ali 
več, se za ta namen uporablja zamrzovanje celic (Stacey in Masters, 2008), ki je v zadnjih 
dveh desetletjih močno napredovalo. V današnjih celičnih bankah se navadno uporablja 
zamrzovalno gojišče brez seruma in krioprotektant DMSO v koncentraciji 5‒15 % 
(Kshirsagar in Ryll, 2018). 
 
Običajen način za dolgotrajno shranjevanje je dvofazen in obsega izdelavo glavne celične 
banke (angl. master cell bank, MCB) ter delovne celične banke (angl. working cell bank, 
WCB). MCB je izdelana iz enega nabora celic z enako sestavo, ki so razdeljene v več 
kriovial. Izdelava WCB poteka z odtaljevanjem ene krioviale iz MCB. Celice se namnožuje 
do večjih volumnov in ponovno zamrzne ter shrani v WCB. Postopek izdelave je prikazan 
na sliki 2. Za izdelavo MCB se običajno zamrzne 100 kriovial in 100‒500 kriovial za WCB 
s koncentracijo 107 celic na kriovialo. Takšen pristop omogoča izdelavo več celičnih bank 
brez vpliva na začetno celično linijo, iz katere je izdelana MCB. V okoljih, kjer se ravnajo 
po načelih dobre proizvodne prakse (angl. good manufacture practice, GMP), pomeni 
izdelava celične banke začetek proizvodnega procesa. GMP zahteva testiranje krioviale 
MCB, pri kateri se izvede proces karakterizacije in preverjanje prisotnosti kontaminantov 
(bakterije, glive, mikoplazme in virusi). Ker je WCB izdelana iz obsežno testirane MCB, 
lahko WCB testiramo manj podrobno (Seth, 2015). 
 
  
Slika 2: Shematski prikaz izdelave glavne in delovne celične banke (prirejeno po Seth, 2015) 
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Za uspešno regeneracijo celic po zamrzovanju obstajajo določene smernice. To so: (i) 
zamrzovanje celic, ko so v eksponentni fazi rasti, (ii) čim krajša izpostavljenost celic 
krioprotektantu na sobni temperaturi med pripravo celične suspenzije za zamrzovanje, (iii) 
izogibanje temperaturam blizu 0 °C, ki povečajo tveganje poškodb zaradi nizke temperature, 
(iv) vzpostavitev procesa, ki omogoča ponovljiv in stabilen zamrzovalni profil ter (v) hitro 
odtaljevanje in redčenje krioprotektanta (Stacey in Masters, 2008). 
2.4 NOVOSTI IN MOŽNOSTI RAZVOJA NA PODROČJU ZAMRZOVANJA CELIC 
IN IZDELAVE CELIČNIH BANK 
2.4.1 Novi krioprotektanti in dodatki pri zamrzovanju 
Zaradi toksičnosti do sedaj znanih in pogosto uporabljenih krioprotektantov raziskovalci 
iščejo nove manj toksične krioprotektante in nove postopke za zamrzovanje celic, tkiv in 
organov. V naravi je na voljo mnogo proteinov, ki določenim rastlinam in živalim 
omogočajo preživetje v ekstremno hladnih okoljih. Imenujejo se protizmrzovalni proteini 
(angl. antifreeze proteins, AFP) (Brockbank in sod., 2004). AFP imajo različne načine 
delovanja in jih zato razdelimo v tri skupine. V prvo sodijo blokatorji pasivnih ionskih 
kanalov, ki stabilizirajo transmembranski elektrolitski gradient. V tretji skupini se nahajajo 
stabilizatorji membran zaradi interakcij z lipidi. Druga skupina predstavlja takšne s 
kriotoksičnim učinkom in učinki, ki niso definirani. Protizmrzovalni proteini ščitijo celice 
pred poškodbami z blokiranjem puščanja ionov pri hladnih pogojih okoli 4 °C in z vezavo 
na ledene kristale pod temperaturo zamrzovanja. Z dodatkom AFP, izoliranih iz rib, ki živijo 
v hladnih vodah, so do sedaj izboljšali zamrzovanje celičnih linij vretenčarjev in 
nevretenčarjev. Kljub nekaterim uspehom je potrebno eksperimentalno ovrednotiti in 
optimizirati tehnologijo, saj je učinek odvisen od tipa in koncentracije uporabljenega AFP 
kot tudi strukture celične membrane celic (Venketesh in Dayananda, 2008). V naravi obsega 
strategija zaščite pred nizkimi temperaturami poleg produkcije AFP tudi produkcijo 
protizmrzovalnih glikoproteinov (AFGP), nukleatorjev ledu, poliolov, disaharidov in delno 
izsušitev. Za doseganje popolnega potenciala zaščite sesalskih celic bi bilo potrebno 
uskladiti več strategij, ki izvirajo iz narave in ne samo z dodatkom ene komponente, kot npr. 
AFP (Brockbank in sod., 2010). Ker imajo AFP in AFGP poleg pozitivnih tudi negativne 
vplive na celično viabilnost, so z razvojem nizkomolekularnih inhibitorjev ponovne 
kristalizacije ledu uspeli doseči inhibicijo ponovne kristalizacije in vivo ter in vitro. Te 
sintezno pridobljene molekule nudijo mnoge prednosti pred naravnimi protizmrzovalnimi 
molekulami in biokompatibilnimi polimeri. Enostavno jih je sintetizirati, upočasnjujejo 
ohlajanje in segrevanje in so manj toksične (Ampaw in sod., 2019). 
 
Celična smrt, ki se pojavi po odtaljevanju, je še vedno izziv za kriobiologe, saj lahko zaradi 
apoptoze in nekroze, povzročene zaradi zamrzovanja, viabilnost celic močno upade in vpliva 
na celične funkcije. Kljub temu da večina poškodb celic nastane med zamrzovanjem, lahko 
celična smrt v prvih 24 urah po odtaljevanju kljub optimiziranim protokolom še vedno 
predstavlja težavo. Ena izmed rešitev je uporaba inhibitorjev apoptoze in nekroze. Tarča 
inhibitorjev so razni proteini kot npr. kaspaze, proteaze in kinaze. Ti proteini so vključeni v 
kaskade celične smrti in zmanjšujejo intenzivnost apoptoze in nekroze pri zamrznjenih 
celicah. Peptidni inhibitor Bax, inhibitor kaspaze 9, Pinacidil, SD-282, Y-27632 in zVAD-
fmk je nekaj izmed naštetih apoptoznih inhibitorjev, ki so bili do sedaj uporabljeni kot 
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dodatek zamrzovalnemu gojišču. Na aktivacijo ali neaktivacijo apoptozne poti vpliva 
predvsem tip celic, saj imajo celični tipi različne molekularne odzive na stres, povzročen z 
zamrzovanjem (Bissoyi in sod., 2014).  
 
Uchida in sod. (2019) so v raziskavi preučevali vpliv trehaloze, ki je netoksičen 
krioprotektant za celice CHO-TRET1, ki izvirajo iz celic CHO-K1 in imajo izražen 
trehalozni transporter. Celice so bile zamrznjene z optimizirano koncentracijo trehaloze 
okoli 500 mM in shranjene pri 193 K (pribl. ‒80 °C). Shranjevanje do enega leta ni pokazalo 
sprememb v viabilnosti, po tem času pa je viabilnost začela padati. V primerjavi z 10 % 
DMSO pod enakimi pogoji trehaloza ne dosega tako dobrih rezultatov. Razlog je lahko 
počasna denaturacija membrane pri ‒80 °C, poleg tega ta temperatura ni dovolj nizka, da bi 
preprečila ponovni nastanek ledenih kristalov. Zamrzovanje s trehalozo bi se lahko do enega 
leta shranjevanja uspešno uporabljalo v izogib toksičnosti DMSO. Su in sod. (2016) so 
ugotovili, da je naravni derivat glicerola gliceril glukozid manj citotoksičen in genotoksičen 
za celice CHO v primerjavi z DMSO in glicerolom. Poleg tega ima gliceril glukozid v 
visokih koncentracijah dobre lastnosti krioprotektanta pri zamrzovanju CHO in celic 
človeka. Zaradi teh lastnosti bi ga lahko uporabljali kot alternativo najpogosteje 
uporabljenim krioprotektantom, ampak so potrebne še nadaljnje študije glede mehanizma 
delovanja ter dolgotrajnih učinkov shranjevanja s tekočim dušikom. Yang in sod. (2017) so 
testirali tavrin, glicin in prolin, ki so naravno prisotni v celični plazmi, tkivih, mišicah in srcu 
sesalcev, za ugotavljanje krioprotektivnih lastnosti na sesalskih celicah (ovčje rdeče 
krvničke, celice gladkega mišičja in druge). Testirane aminokisline sodijo v kategorijo 
biokompatibilnih osmoprotektantov, ki ščitijo celice pred osmotskim šokom. Prolin se je 
izkazal za najučinkovitejšega pri osmoregulaciji in preprečevanju poškodb zaradi 
osmolarnosti ter preprečevanju tvorbe ledenih kristalov. 
 
Do sedaj so na različnih sesalskih celicah (celice CHO v literaturi niso omenjene) ugotavljali 
vpliv dodatka antioksidantov pri zamrzovanju, saj je oksidativni stres eden izmed 
dejavnikov, ki povzročajo poškodbe celic. Med antioksidante sodijo molekule z različnimi 
fizikalno-kemijskimi lastnostmi, zaradi katerih imajo različno specifičnost, lokalizacijo in 
način odstranjevanja reaktivnih kisikovih zvrsti. Kljub učinkovitosti pri določenih pogojih 
je lahko dodatek antioksidantov neučinkovit ali celo uničujoč za določene tipe celic. 
Uporaba antioksidantov v različnih kombinacijah je v določenih primerih lahko bolj 
učinkovita pri preprečevanju celičnih poškodb. Učinkovitost specifičnih antioksidantov je 
pogojena predvsem s tipom celic, ki jih zamrzujemo, zato je potreben premislek o dodatku 
specifičnih antioksidantov v zamrzovalno gojišče glede na izvor in tip celic ter njihovo 
kvaliteto in integriteto (Len in sod., 2019). 
2.4.2 Pristopi k zamrzovanju celic 
Vitrifikacija je metoda zamrzovanja, kjer dosežemo prehod v amorfni led. Zamrzovanje 
poteka zelo hitro, zato se celice ali tkiva navadno zamrzne direktno v tekočem dušiku. V 
nasprotju z običajnim zamrzovanjem v primeru vitrifikacije ledeni kristali ne nastajajo. Voda 
v tem primeru preide v amorfno stanje, kar je mogoče doseči z dodatkom topljenca (običajno 
je to krioprotektant) v visoki koncentraciji. Z ohlajanjem postaja raztopina viskoznejša in pri 
dovolj nizki temperaturi preide v amorfno stanje (Meryman, 2007). Vitrifikacija teoretično 
ne povzroča poškodb, ki se drugače pojavljajo pri zamrzovanju, in se uporablja večinoma za 
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ohranjanje gamet in nekaterih tkiv (Brockbank in sod., 2004). Ker so za vitrifikacijo 
potrebne visoke koncentracije krioprotektantov, so Chakraborty in sod. (2011) razvili 
pristop, ki vključuje izsuševanje celic pred zamrzovanjem. Celice CHO so bile v tem primeru 
resuspendirane v raztopini trehaloze, nato hitro in enakomerno izsušene s pomočjo sušenja 
z vrtenjem (angl. spin-drying) in shranjene v tekočem dušiku. Po segrevanju na sobno 
temperaturo in rehidraciji z gojiščem je 51 % celic preživelo in normalno raslo. Meryman 
(2007) omenja, da se lahko stanje vitrifikacije doseže tudi z ultra hitrim ohlajanjem. 
Akiyama in sod. (2019) so doseganje stanja vitrifikacije brez dodatka krioprotektantov 
testirali na različnih sesalskih celicah (mišji fibroblasti in mioblasti ter podganje 
mezenhimske matične celice) s pomočjo celičnega tiskanja, pri katerem brizgajo majhne 
kapljice s celično suspenzijo na steklen nosilec, ki je predhodno zamrznjen v tekočem 
dušiku. To omogoča posredno zamrzovanje. Rezultati metode so primerljivi z 
zamrzovanjem z dodatki krioprotektantov, metoda pa je lahko primerna za večino celičnih 
tipov. 
 
Kapsulacija je metoda, pri kateri s pomočjo polimerov celice zaščitimo pred zamrzovanjem, 
saj se nahajajo znotraj polimernega ovoja, ki tvori mikrokapsulo. Zhang in sod. (2018) so 
opisali različne načine kapsulacije kot pristop za shranjevanje živih celic, npr. hepatocit, ter 
matičnih in živčnih celic, ki so pogosto uporabljene za namen transplantacij in inženiringa 
tkiv. Za takšne aplikacije je pomembno, da celice preživijo proces shranjevanja v zadostnem 
številu in da ohranijo svojo aktivnost in funkcijo. Uporabljajo se lahko naravni polimerni 
hidrogeli kot npr. alginat in hitosan, ki so zmanjšali nastanek ledenih kristalov pri različnih 
pogojih zamrzovanja. Učinkovitost je odvisna predvsem od oblike in velikosti mikrokapsul 
ter lastnosti njihovih membran. Sintetični polimerni hidrogel ima sicer dobre lastnosti za 
zamrzovanje, ampak ga je zaradi močnih kemijskih vezi po odtaljevanju težko odstraniti, 
kar lahko vpliva na viabilnost in funkcijo celic. Supramolekularni hidrogel se je izkazal za 
primerno izbiro, saj tvori šibke kemijske vezi in ga je možno uspešno odstraniti po 
odtaljevanju. 
2.4.3 Celične banke z večjimi volumni in koncentracijami 
Glavni razlog za namnoževanje celične kulture pri produkciji biofarmacevtikov je pridobiti 
dovolj celične mase, ki je v ustreznem fiziološkem stanju za vstop v produkcijsko fazo. 
Običajno celično kulturo pridobimo z odtaljevanjem krioviale iz WCB, ki se postopoma 
preceplja v večje volumne do volumna, ki je primeren za inokulacijo bioreaktorja. Za 
pridobivanje celične kulture obstaja več pristopov. Eden izmed načinov je, da se za vsako 
novo šaržo odtali nova krioviala iz WCB, kar pomeni, da ena krioviala predstavlja eno šaržo. 
Druga možnost je, da se celice iz konca namnoževanja vcepka ponovno precepi in 
namnožuje do večjega volumna in uporabi za inokulacijo novega bioreaktorja, kar se lahko 
ponovi za nekaj šarž. Oba principa imata nekaj prednosti in slabosti. Pristop z eno kriovialo 
omogoča enako celično starost ob inokulaciji pri vseh šaržah ter uporabo identičnega vcepka, 
zahteva pa več rokovanja in planiranja odtaljevanja ter več porabljenih kriovial iz WCB. 
Pristop s ponovno uporabo vcepka je tehnično manj zahteven, porabi se manj kriovial ter 
zmanjša število korakov pri pridobivanju vcepka. Negativna stran pristopa se pojavi zaradi 
neenake celične starosti pri vsaki šarži ter omejene dolžine gojenja celic zaradi zmanjšane 
celične stabilnosti čez čas. Ne glede na izbran pristop je ključno, da v katerikoli stopnji 
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namnoževanja celice ne zrastejo preveč, saj se lahko v naslednji stopnji namnoževanja pojavi 
lag faza (Kshirsagar in Ryll, 2018).  
 
Najnovejše inovacije pri celičnih bankah so narejene predvsem pri povečanju celične gostote 
in volumna v kriovialah ali kriovrečkah. Ključne prednosti vključujejo skrajšanje časa za 
pridobivanje zadostne celične mase za inokulacijo bioreaktorja ter manj laboratorijskega 
rokovanja pod pogoji GMP ter povečano fleksibilnost. S celičnimi bankami z večjo celično 
gostoto in volumni se je možno popolnoma izogniti odprtim aseptičnim operacijam z 
rastnimi plastenkami (angl. shake flask, SF) pri povečevanju volumna celične kulture. Do 
sedaj je bilo razvitih več pristopov za doseganje takšnih celičnih bank (Kshirsagar in Ryll, 
2018). 
 
V prvem pristopu so Lünse in sod. (2010) uporabili vrečke z volumni 50‒100 ml, ki so v 
rutinski uporabi za shranjevanje krvi, napolnjene s celično kulturo pa se uporabljajo za 
direktno inokulacijo bioreaktorja. Raziskave so potekale na rekombinantni celični liniji, 
pridobljeni iz ledvic mladega hrčka, kjer so v začetnih fazah eksperimenta uporabili 5 ml 
krioviale ter 250 ml rastne plastenke z mešalom (angl. spinner flask). Celice so izpostavili 
7,5 % DMSO in trem različnim temperaturam (5, 22 in 37 °C) v obdobju petih ur. Celice, ki 
so bile pred zamrzovanjem izpostavljene sobni temperaturi, so pokazale najboljšo 
regeneracijo na dan 1, ne glede na čas izpostavljenosti DMSO pred zamrzovanjem. Zgodnja 
apoptoza se ni pojavila. Eksperimente na večji skali so izvedli na 5-litrskih perfuzijskih 
bioreaktorjih s celično koncentracijo 20×106 celic/ml. Bioreaktorju, ki je bil ohlajen na 
25 °C, so dodali koncentrirano raztopino DMSO, da so dosegli končno koncentracijo 7,5 %. 
Celično banko so pripravili v več 100-mililitrskih kriovrečkah. Tri kriovrečke (3, 4 in 5 h 
izpostavljenosti DMSO) so prenesli v bioreaktor brez odstranjevanja DMSO. Zgodnja 
apoptoza tako kot pri majhni skali ni bila opažena, v stacionarni fazi pa je bila viabilnost 
višja od 95 %. Rezultati nakazujejo, da je uporaba kriovrečk pri izdelavi celične banke 
direktno iz kulture z visoko celično koncentracijo izvedljiva. Heidemann in sod. (2010) so 
ugotovili, da ima čas izpostavljenosti DMSO v kriovrečkah večji vpliv na celice kot čas 
izpostavljenosti v bioreaktorju ali SF. Med drugim je priporočljivo, da celoten proces 
zamrzovanja v kriovrečkah poteče v 1,5 h, za inokulacijo s kriovialami pa je priporočljiv čas 
največ 2,5 h. 
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V drugem načinu so Seth in sod. (2013) razvili pristop FASTEC v izogib vzdrževanju 
bioreaktorja za namnoževanje vcepka manjše skale (angl. seed train) v času celotnega 
procesa. Slika 3 prikazuje običajen postopek namnoževanja celične kulture za inokulacijo 
bioreaktorjev ter pristop FASTEC. Pri namnoževanju vcepka manjše skale so celice s 
perfuzijskim sistemom ATF skoncentrirali in zamrznili pri koncentraciji 110 milijonov 
celic/ml v 150-mililitrskih kriovrečkah. Te so poimenovali FROSTI in predstavljajo 
zamrznjen intermediat namnoženega vcepka manjše skale. Odtaljene vrečke se lahko 
uporabijo za inokulacijo bioreaktorja za proces namnoževanja vcepka večje skale (angl. 
inoculum train). Te kriovrečke ne predstavljajo celične banke, saj so izdelane po principu 
ponovne uporabe vcepka in so uporabljene med procesom. 
 
Slika 3: Shematski prikaz pristopa FASTEC za inokulacijo bioreaktorja (prirejeno po Seth in sod., 2013) 
Tao in sod. (2011) so z uporabo perfuzijskega sistema pridobili velike količine celične mase 
za izdelavo celične banke z visoko celično koncentracijo za nacepljanje nihajnega 
bioreaktorja (angl. wave bioreactor), s katerim je bila nato dosežena koncentracija celic 
20 milijonov celic/ml. Celična masa je bila nato dodatno koncentrirana s centrifugiranjem 
za izdelavo celične banke s 5-mililitrskimi kriovialami in koncentracijo 90‒100 milijonov 
celic/ml. Takšne celične banke so namenjene odtaljevanju v nihajni bioreaktor z delovnim 
volumnom 2 l. Pozitivna stran tega pristopa je predvsem, da se za izdelavo celične banke z 
visoko celično koncentracijo uporablja enako opremo za zamrzovanje in shranjevanje kot za 
izdelavo celične banke v kriovialah z volumnom 1 ml. 
 
Clincke in sod. (2013) so uporabili nihajni bioreaktor in perfuzijski sistem ATF za 
koncentriranje celične kulture. Celice so zamrznili s koncentracijo 50‒100 milijonov 
celic/ml z dodatkom 10 % DMSO. Uporabili so krioviale z volumnom 1 ml. Sistem se je, v 
primerjavi z namnoževanjem celic v SF, izkazal za bolj robustnega za izdelavo celične 
banke. V primeru uporabe bioreaktorja s perfuzijskim sistemom se celice nahajajo v bolj 
kontroliranem in stabilnem okolju kot pri gojenju v SF.  
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Na splošno je za pridobivanje velikih volumnov celične kulture za zamrzovanje potreben 
perfuzijski sistem (shematsko prikazan na sliki 4). Ne glede na zamrzovanje v kriovialah ali 
kriovrečkah je proces zamrzovanja in centrifugiranja treba prilagoditi posamezni celični 
liniji in zamrzovalnemu vsebniku (Kshirsagar in Ryll, 2018). 
 
 
Slika 4: Shematski prikaz poteka standardnega bioprocesa z dohranjevanjem (rožnata) in perfuzijskega 
bioprocesa (modra) (prirejeno po Horry in sod., 2019) 
2.5 VPLIV ZAMRZOVANJA IN TEMPERATURE GOJENJA CELIC NA 
PRODUKTIVNOST 
Kljub kritičnim točkam rutinski proces izdelave celične banke, potencialni stres in poškodbe, 
nastale med zamrzovanjem, ter okrevanje celic po odtaljevanju nimajo dolgoročnih posledic 
na celice CHO. Subramanian in sod. (2018) so izvedli študijo z zamrzovanjem in 
odtaljevanjem 24 rekombinantnih celičnih linij, ki izvirajo iz CHO-K1 ter so bile 
transfecirane za proizvodnjo monoklonskih protiteles (angl. monoclonal antibody, mAb). 
Kontrolna skupina, ki skozi proces ni bila zamrznjena, ter skupina, ki je bila zamrznjena in 
odtaljena, sta dali primerljive rezultate v rasti, viabilnosti in produktivnosti, kakovosti 
produkta ter profilu pretočne citometrije, s katerim so merili znotrajcelično ekspresijo mAb. 
Večina celičnih linij je po 2‒3 mesecih kultivacije zaradi celične starosti pokazala posledice 
v obliki znižane produktivnosti, ki so bile neodvisne od zamrzovanja. 
 
Za izboljšanje produktivnosti so raziskovalci do sedaj vpeljali več strategij, kot npr. 
povečanje celične koncentracije živih celic, podaljševanje živosti z inhibicijo apoptoze in 
povečevanje specifične produktivnosti s povzročanjem okoljskega stresa za celice. Mnoge 
študije so pokazale, da nizka temperatura celične kulture inhibira celično rast, vzdržuje 
visoko celično viabilnost in zmanjšuje sproščanje nečistot iz celic. Sprememba temperature 
s 37 na 30 °C med drugim povečuje tudi produktivnost pri različnih celičnih linijah, kar se s 
pridom uporablja pri vodenju bioprocesov (Kou in sod., 2011). 
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3 MATERIALI 
3.1 MATERIALI ZA PRIPRAVO GOJIŠČ IN ZALOŽNIH RAZTOPIN 
Preglednica 1: Pripomočki in naprave, uporabljene pri pripravi gojišč in založnih raztopin 
Pripomočki Naprave 
Čaše Precizna tehtnica do 60 kg  
Plastična vreča do 50 kg Analitska tehtnica  
Magnetna mešala, magneti Naprava za merjenje osmolarnosti 
IKA mešalo pH meter  
Tehtalne ladjice Perfuzijska črpalka 
Pipete in nastavki za pipete (tipsi) Tlačna črpalka 
Nuče z 0,2 µm filtrom  
0,1 µm filter   
Silikonska cev  
 
Preglednica 2: Kemikalije, uporabljene pri pripravi gojišč in raztopin za dohranjevanje 
Kemikalija Proizvajalec 
Etanolamin SAFC 
FeCl3 × 6H20 Merck 
Glukoza Sigma Aldrich 
Glukoza‒monohidrat Sigma Aldrich 
HCl 25 % Merck 
HCl 32 % Merck 
Inzulin rekombinantni človeški Novo Nordisk 
L‒cistin SAFC 
L‒glutamin Merck 
L‒tirozin SAFC 
Metotreksat 10 mg/mL Ebewe 
Monotioglicerol SAFC 
Na3 citrat × 2H2O Sigma Aldrich 
NaCl Merck 
NaHCO3 Merck 
NaOH 32 % Merck 
Natrijev citrat tribazni dihidrat Merck 
Osnovno gojišče z dodanimi aminokislinami Irvine scientific 
PBA  Sigma Aldrich 
Pluronic F68/Poloxamer 188 Sigma Aldrich 
Putrescin 2HCl Sigma Aldrich  
WFI Lek d. d. 
3.2 MATERIALI ZA NAMNOŽEVANJE CELIČNE KULTURE 
Preglednica 3: Pripomočki in naprave, uporabljene pri namnoževanju celične kulture 
Pripomočki Naprave 
Sterilne rastne plastenke Vi-Cell XR 
Sterilne serološke pipete CO2 stresalnik 
Pipetor Mikrobiološka komora 
Kivete za Vi-Cell XR  
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3.2.1 Celične linije CHO 
Za poskuse smo uporabili tri celične linije CHO, ki se razlikujejo po vključkih, ki določajo, 
katero biološko učinkovino bodo celice proizvajale. Zaradi zaupnosti podatkov so celične 
linije, ki vsebujejo vključke X, Y in Z, v nadaljnjem besedilu poimenovane celične linije 
CHO-X, CHO-Y in CHO-Z. Vse uporabljene celične linije smo gojili v suspenziji. Za 
testiranje vpliva različnih koncentracij DMSO in časa izpostavljenosti DMSO pri sobni in 
nizki temperaturi smo uporabili celično linijo CHO-X ter celične linije CHO-X, CHO-Y in 
CHO-Z za testiranje vpliva začasnega povišanja temperature med shranjevanjem 
zamrznjenih celic. 
3.2.2 Naprava za štetje in določanje viabilnosti celic: Vi-Cell XR 
 
Slika 5: Naprava Vi-Cell XR 
Vi-Cell XR (Cell Viability Analyzer), proizvajalca Beckman Coulter (Slika 5), je naprava 
za štetje in določanje viabilnosti celic. Sestavljena je iz aparata Vi-Cell XR in računalnika, 
na katerem je program, preko katerega upravljamo aparat ter analiziramo in dostopamo do 
podatkov. Na vrtljivo stojalo naložimo vzorce, ki se nahajajo v plastičnih posodicah 
(kivetah). Aparat odvzame vzorec iz kivete ter ga pomeša z reagentom, v katerem je barvilo 
tripan modro. Ko celice propadejo, postane njihova celična membrana prepustna za to 
barvilo in mu omogoči, da prodre v celico in jo obarva. Žive celice so svetlejše, saj imajo 
nepoškodovano membrano in jih barvilo ni obarvalo. Vzorec po cevki potuje do območja, 
kjer se nahaja kamera, ki naredi 50 slik vzorca, s pomočjo programa prepozna razliko v 
kontrastu celic in na takšen način določi koncentracijo in viabilnost celic. Komplet reagentov 
poleg barvila tripan modro vsebuje tudi pufer, razkužilo in čistilno sredstvo, ki je namenjeno 
vzdrževanju čistosti merilnega dela aparata (Beckman Coulter, 2011).  
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3.3 MATERIALI ZA ZAMRZOVANJE CELIČNE KULTURE 
Preglednica 4: Pripomočki, naprave in kemikalije, uporabljene pri zamrzovanju celične kulture 
Pripomočki Naprave Kemikalije 
Sterilne rastne plastenke  Vi-Cell XR  DMSO  
Sterilne serološke pipete Centrifuga   
Pipetor Avtomatske pipete  
Kivete za Vi-Cell XR Hladilnik (4 °C)  
Krioviale  Zamrzovalnik (‒80 °C)  
Centrifugirke  Krioposoda (≤ ─130 °C)  
Zamrzovalne posodice  Naprava za kontrolirano zamrzovanje  
3.4 MATERIALI ZA PREVERJANJE USPEŠNOSTI ZAMRZOVANJA CELIC 
Preglednica 5: Pripomočki in naprave, uporabljene pri preverjanju koncentracije in viabilnosti celic po 
zamrzovanju z odtaljevanjem 
Pripomočki Naprave 
Sterilne rastne plastenke  Vi-Cell XR  
Sterilne serološke pipete Vodna kopel  
Pipetor CO2 stresalnik 
Kivete za Vi-Cell XR Mikrobiološka komora 
3.5 MATERIALI ZA MERJENJE TITRA PROTITELES  
3.5.1 Naprava za določanje analitov v celični kulturi: Cedex Bio HT 
 
 
Slika 6: Naprava Cedex Bio HT 
Analizator Cedex Bio HT (Slika 6) je napreden integriran sistem za spremljanje substratov 
in metabolitov v gojitveni suspenziji in omogoča spremljanje bioprocesa s celičnimi 
kulturami. Sestavljen je iz inštrumenta ter računalnika z ustrezno programsko opremo. 
Inštrument je robotsko voden in avtomatsko izvaja teste na vzorcih, kalibratorjih in kontrolah 
ter izmeri rezultat, ki ga nato podatkovna postaja analizira in obdelanega poda uporabniku. 
Inštrument ima prostor za vstavljanje kaset z reagenti ter podstavkov za plastične kivete z 
vzorci. S sistemom merimo elektrolite, ogljikove hidrate, aminokisline, specifične proteine 
ter encimsko aktivnost. Ima tri ločene merilne sisteme, ki delujejo po principu fluorescenčne 
polarimetrije, absorbančne fotometrične turbidimetrije ter ionsko selektivne potenciometrije 
(Roche Diagnostics, 2015). 
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4 METODE 
 
 
Slika 7: Shematski prikaz poteka in časovnica poskusa, s katerim smo ugotavljali vpliv koncentracije in časa 
izpostavljenosti DMSO pri sobni in nizki temperaturi. 
Potek poskusa za ugotavljanje vpliva koncentracije in časa izpostavljenosti DMSO pri sobni 
in nizki temperaturi je prikazan na sliki 7. Celoten postopek od namnoževanja celic do 
zamrzovanja smo izvedli dvakrat, da smo dobili dve biološki ponovitvi. Celice obeh 
bioloških ponovitev smo odtalili in spremljali koncentracijo in viabilnost celic (v tabeli 
označeno kot konc. in viab.). Z odtaljevanjem celične kulture se začne prva pasaža, ki jo 
označimo P1D0 in predstavlja prvi dan prve pasaže. Pasaže označujemo s številko pasaže 
(P) in dnevom v pasaži (D), npr. P1D3, kar pomeni tretji dan prve pasaže. Z vsako 
precepitvijo celične kulture se število pasaže poveča. Celice smo gojili do konca četrte 
pasaže in v rastnih plastenkah izvedli bioprocese z dohranjevanjem. Kratica PDT predstavlja 
podvojevalni čas populacije. Vse faze poskusa so podrobneje opisane v nadaljevanju.  
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4.1 PRIPRAVA GOJIŠČ IN ZALOŽNIH RAZTOPIN 
Gojišča smo pripravljali po recepturah, ki so zaščitene s patentom. Volumne do 10 litrov 
smo mešali v čašah različnih volumnov z magnetnim mešalom, volumne do 50 litrov pa v 
plastičnih vrečah z mešalom IKA. Gojišče z ustreznim pH in osmolarnostjo smo filtrirali v 
mikrobiološki komori (MBK) preko filtra z velikostjo por 0,1 μm in jih napolnili v nuče s 
filtrom z velikostjo por 0,22 μm. Po koncu filtracije smo v MBK nuče sterilno zaprli s 
pokrovčkom. Gojišče smo do uporabe shranili pri 4 °C.  
4.2 NAMNOŽEVANJE CELIČNE KULTURE 
Začetek namnoževanja celične kulture smo izvedli tako, da smo kriovialo odtaljevali 3 
minute v vodni kopeli, segreti na 37 °C. Večina dela je potekala v mikrobiološki komori, 
kjer smo uporabljali aseptične tehnike. Za razkuževanje smo uporabljali izopropilni alkohol 
IPA. V MBK smo SF napolnili s svežim rastnim gojiščem za doseganje želene koncentracije 
celic 0,1‒0,4×106 celic/ml (glej enačbo 2). Odtaljeno kriovialo smo prenesli v MBK in 
vsebino krioviale odpipetirali v gojišče. Celično kulturo smo resuspendirali, odvzeli vzorec 
ter izmerili koncentracijo in viabilnost celic na napravi za štetje celic Vi-Cell XR (glej opis 
na strani 14). Kulturo smo prenesli v CO2 stresalnik s pogoji 36,5 °C, 10 % CO2 in 200 rpm 
in jo gojili 3‒4 dni, kar predstavlja P1. Na četrti ali peti dan smo kulturo v MBK vzorčili in 
na Vi-Cell XR izmerili koncentracijo ter viabilnost celic. Na podlagi dobljenih rezultatov 
smo preračunali volumen vcepka in gojišča za doseganje želene koncentracije celic 0,1‒
0,4×106 celic/ml (enačbi 1 in 2). Glede na razpoložljiv volumen in koncentracijo kulture smo 
izbrali ustrezno rastno plastenko za precepitev v večji volumen. S pipetorjem smo rastno 
plastenko napolnili z ustreznim volumnom svežega gojišča ter dodali ustrezen volumen 
vcepka. Po precepitvi smo ponovno izmerili koncentracijo in viabilnost ter kulturo prenesli 
v CO2 stresalnik s pogoji 36,5 °C, 10 % CO2 in 200 rpm in jo gojili 4‒5 dni, kar predstavlja 
P2. Po 4‒5 dneh smo postopek precepitve ponovili. Kulturo smo v pasaži 3 gojili še 4 dni 
(P3D3), nato pa smo jo uporabili za izvedbo zamrzovanja pri različnih pogojih. Slika 8 
prikazuje potek namnoževanja celične kulture, kjer so prikazani uporabljeni SF z volumni 
od 250 do 3000 ml. 
 
Slika 8: Shematični prikaz namnoževanja celične kulture 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
19 
Dorn R. Optimizacija zamrzovanja celic ovarija kitajskega hrčka.  
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
 
 
Uporabljene enačbe:  
 
Enačba za volumen vcepka, dodanega svežemu gojišču pri precepitvi v novo pasažo: 
 
Volumen vcepka (ml) =  
Tarčna koncentracija celic (×106 celic/ml) × Delovni volumen vsebnika (ml)
 Izmerjena koncentracija celic (×106 celic/ml) 
                         ... (1) 
 
Enačba za volumen svežega gojišča pri precepitvi v novo pasažo: 
 
Volumen dodanega gojišča (ml)  =  Delovni volumen vsebnika (ml) –  Volumen vcepka (ml)         ... (2) 
4.3 ZAMRZOVANJE CELIČNE KULTURE 
4.3.1 Testiranje vpliva različnih koncentracij in časa izpostavljenosti DMSO pri 
sobni in nizki temperaturi 
Za izvedbo zamrzovanja smo predhodno namnožili kulturo do ustreznega volumna in 
ustrezne pasaže. Kulturo smo zamrzovali na P3D3 po postopku, ki je po korakih prikazan 
na sliki 9. Na isti dan smo pripravili zamrzovalno suspenzijo pri sobnih in hladnih pogojih. 
Z namenom lažjega podajanja rezultatov smo se odločili način priprave zamrzovalne 
suspenzije pri sobni temperaturi (20 °C) poimenovati standardno zamrzovanje. Zamrzovalno 
suspenzijo, ki smo jo pripravili v hladnih pogojih, smo izdelali po istem postopku kot tisto 
pri sobni temperaturi, le da smo v tem primeru dan pred zamrzovanjem supernatant, krioviale 
ter centrifugirke ohladili na 4 °C. Med pripravo zamrzovalne suspenzije smo kulturo 
centrifugirali pri 4 °C. Ta način smo poimenovali zamrzovanje s postopkom priprave v 
hladnem. 
 
Slika 9: Shematski prikaz poteka zamrzovanja 
Najprej smo izmerili koncentracijo in viabilnost celic v celični kulturi ter izračunali 
maksimalno število kriovial, ki jih lahko zamrznemo (glej enačbo 3). Glede na naše izbrano 
število kriovial smo izračunali volumen za centrifugiranje (glej enačbo 4) in 2/3 volumna 
supernatanta (glej enačbo 6). Celično kulturo v rastni plastenki smo resuspendirali in 
odpipetirali izračunani volumen za centrifugiranje ter ga aseptično prenesli v centrifugirko. 
Po centrifugiranju smo v MBK odpipetirali supernatant in ga shranili v vsebniku za nadaljnjo 
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uporabo. Usedlini smo dodali 2/3 volumna supernatanta in ga resuspendirali. Med 
pipetiranjem smo preverili, za koliko se je volumen supernatanta povečal na račun usedline. 
Ker smo testirali tri različne koncentracije DMSO (5 %, 7,5 %, 10 %), smo kulturo razdelili 
na tri enake dele v tri centrifugirke. Iz vsake smo odvzeli dvakrat po 1 ml za vzorčenje. Ker 
smo s centrifugiranjem kulturo skoncentrirali, smo za ustrezno meritev na Vi-Cell XR vzorce 
10-krat redčili. Za izvedbo poskusa smo zamrznili po 6 kriovial za vsak posamezen pogoj s 
koncentracijo 1,2×107 celic/ml. Iz izmerjenih koncentracij smo nato izračunali končni 
volumen zamrzovalne suspenzije (glej enačbo 8). Na podlagi tega smo izračunali ustrezen 
volumen DMSO (glej enačbo 9) ter volumen supernatanta za uravnavanje koncentracije celic 
(glej enačbo 10), ki ju je bilo potrebno dodati kulturi. Najprej smo dodali supernatant, nato 
pa ustrezen volumen DMSO, ki smo ga med rahlim mešanjem dodajali po kapljicah. Čas 
dodatka DMSO smo si zabeležili. Z avtomatsko pipeto smo napolnili krioviale z 1 ml 
zamrzovalne suspenzije za vsak časovni pogoj ter centrifugirke za vzorčenje (Slika 10). Po 
pretečenem določenem času izpostavljenosti DMSO smo razredčili zamrzovalno suspenzijo 
v centrifugirki ter izmerili koncentracijo in viabilnost. Krioviale smo sočasno prenesli v 
zamrzovalne posodice Mr. Frosty, ki so bile čez noč na 4 °C in jih prestavili v zamrzovalnik 
na ‒80 °C. V roku petih dni smo zamrznjene krioviale iz Mr. Frosty posodic prestavili v 
krioposodo v plinsko fazo tekočega dušika na ≤ ‒130 °C. 
 
 
Slika 10: Shematski prikaz polnjenja kriovial ter potek vzorčenja 
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Uporabljene enačbe: 
 
Enačba za izračun maksimalnega števila kriovial (Nmax), ki jih lahko zamrznemo iz celične 
kulture: 
 
Nmax =  
V kulture (ml) × C kulture (celic/ml)
Prebitek × C zamrz. (celic/ml) x V zamrz.
            …. (3) 
 
Vkulture …… Volumen celične kulture, ki jo imamo na voljo za zamrzovanje 
Ckulture …… Koncentracija viabilnih celic v celični kulturi za zamrzovanje 
Prebitek … Prebitek k izračunu upoštevamo zaradi izgub celic pri pripravi zamrzovalne suspenzije, npr. 1,5 
pomeni 50-odstotni prebitek. Uravnavamo ga glede na koncentracijo celic in št. kriovial, ki jih želimo 
zamrzniti. 
Czamrz ……. Koncentracija viabilnih celic, ki jo želimo doseči v zamrzovalni suspenziji 
Vzamrz. …… Volumen zamrzovalne suspenzije v eni krioviali  
 
Enačba za izračun volumna kulture za centrifugiranje (Vcentrif.): 
 
Vcentrif. (ml) =
V kulture (ml) × N
Nmax
                                   … (4) 
 
N …… Želeno št. kriovial, ki jih želimo zamrzniti 
 
Enačba za izračun volumna supernatanta, ki ga potrebujemo za resuspendiranje (Vresusp.) 
celičnega peleta: 
 
Vresusp. (ml) = N ×  V zamrz. (ml)  ×  Prebitek                     … (5) 
 
Enačba za izračun 2/3 volumna supernatanta (V2/3) za resuspendiranje celičnega peleta: 
 
V2 3⁄ (ml) = Vresusp.  ×  2/3                … (6) 
 
Enačba za izračun volumna suspenzije (Vsusp.), ki je na voljo po resuspendiranju peleta in 
vzorčenju za Vi-Cell XR:  
 
Vsusp. (ml) = V2 3⁄  (ml) + Vpeleta (ml) − 2 ml (vzorčenje)                … (7) 
 
Enačba za izračun končnega volumna zamrzovalne suspenzije: 
 
Vkončni(ml) =
(C1(celic ml⁄ ) + C2 (celic ml⁄ ))
2
Czamrz. (celic ml⁄ )
× Vsusp.(ml)              … (8) 
 
Enačba za izračun volumna DMSO (VDMSO): 
 
VDMSO(ml) =
% DMSO
100
× Vkončni(ml)               … (9) 
 
% DMSO ….. Želena koncentracija DMSO v zamrzovalni suspenziji, npr. 5 % 
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Enačba za izračun volumna dodanega supernatanta (Vdodani): 
 
Vdodani(ml) = Vkončni(ml) − Vsusp.(ml) − VDMSO(ml)          … (10) 
4.3.2 Testiranje vpliva začasnega povišanja temperature na shranjeno celično 
kulturo 
S poskusom smo želeli testirati vpliv temperature na različne celične linije, ki so že bile 
shranjene v krioposodi na ≤ ‒130 °C. Zamrznjene krioviale smo iz krioposode prestavili 
direktno v napravo za kontrolirano zamrzovanje (NKZ) Planer Kryo 560-16. Testirali smo 
5 različnih temperatur: ‒60 °C, pri kateri se ponovno začnejo biološki procesi, ‒40 °C, ‒20 
°C, 0 °C ter sobno temperaturo. Na NKZ smo določili temperaturo in jo vzdrževali 1 uro ter 
po koncu zamrzovalnega profila celice prestavili nazaj v krioposodo. Krioviale, s katerimi 
smo testirali sobno temperaturo, smo 1 uro pustili na delovnem pultu in jih po pretečenem 
času prestavili v krioposodo. Postopek smo izvedli na treh celičnih linijah: celični liniji 
CHO-X, CHO-Y in CHO-Z. Na celični liniji CHO-X, ki smo jo uporabili tudi pri testiranju 
različnih koncentracij DMSO in časa izpostavljenosti pri zamrzovanju v hladnem, smo 
poskus izvedli v 6 paralelkah. Pri celičnih linijah CHO-Y in CHO-Z smo poskus izvedli v 4 
paralelkah. 
 
Slika 11: Shematski prikaz testiranja vpliva temperature na zamrznjeno celično kulturo 
4.4 VPLIV POGOJEV ZAMRZOVANJA NA KONCENTRACIJO IN VIABILNOST 
CELIC 
4.4.1 Testiranje vpliva različnih koncentracij in časa izpostavljenosti DMSO pri 
sobni in nizki temperaturi 
Po zamrzovanju smo želeli ugotoviti vpliv različnih zamrzovalnih pogojev na celice. To smo 
storili z odtaljevanjem 3 kriovial za vsak pogoj. Postopek odtaljevanja in precepitve je opisan 
v poglavju 4.2. Odtaljeno kulturo smo v pasaži 1 gojili v rastnih plastenkah in spremljali 
koncentracijo ter viabilnost celic prvih 5 dni (od P1D0 do P1D4) z meritvami na Vi-Cell 
XR. Kultura je bila v času med vzorčenji v CO2 stresalniku s pogoji 36,5 °C, 10 % CO2 in 
200 rpm. Po petih dneh smo kulturo precepili v pasažo 2 (P1D4 → P2D0). Ciljna 
koncentracija po precepitvi je bila 0,1‒0,4×106 celic/ml. Celice smo gojili 4 dni in jih 
precepili v pasažo 3 na dan P2D3 z nacepitveno koncentracijo 0,1‒0,4×106 cel./ml. Ob 
precepitvi smo si zapisali čas prenosa vcepka v gojišče in s tem začeli meriti podvojevalni 
čas populacije (angl. population doubling time, PDT). Po štirih dneh (P3D3) smo ponovno 
zapisali čas vzorčenja in merili koncentracijo in viabilnost celic na Vi-Cell XR. Kulturo smo 
na dan P3D3 ali P3D4 precepili v produkcijsko gojišče. S tem smo v pasaži 4 začeli s 
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produkcijsko fazo eksperimenta, ki je opisana v poglavju 4.5. Koncentracijo in viabilnost 
celic smo merili ob naslednjih dneh: P4D0, P4D4, P4D7, P4D10, P4D12 in P4D14. 
 
PDT je podvojevalni čas populacije, ki nam pove, v kolikšnem času se celice podvojijo, in 
je lahko izražen v različnih časovnih enotah.  
 
Enačba za izračun PDT: 
 
𝑑𝑡 (ℎ) = 𝑡2 − 𝑡1               … (11) 
 
Dt …….. čas od vzorčenja kulture od P3D0 do P3D3, izražen v urah  
t2 ............ čas vzorčenja na dan P3D3 
t1 ............ čas vzorčenja na dan P3D0 
 
 PDT = dt (h) × log(2) / log(cP3D3 (celic/ml)/cP3D0 (celic/ml))                   … (12) 
 
cP3D3 ........ koncentracija celic na dan P3D3 
cP3D0 ........ koncentracija celic na dan P3D0 
 
Na podlagi koncentracij celic iz vseh pasaž smo izračunali vrednosti PDL oz. stopnjo 
podvojevanja populacije, ki nam pove, kolikokrat se je celotna populacija viabilnih celic 
podvojila od začetne do končne koncentracije celic v pasaži. 
 
Enačba za izračun PDL: 
 
PDL = log(ck (celic/ml)/cz (celic/ml)) / log(2)               … (13) 
 
ck ........... koncentracija viabilnih celic na zadnji dan pasaže  
cz ........... koncentracija viabilnih celic po precepitvi na prvi dan določene pasaže (PxD0) 
 
4.4.2 Testiranje vpliva začasnega povišanja temperature na shranjeno celično 
kulturo 
Odtaljevali smo po 6 kriovial za vsak temperaturni pogoj pri celični liniji CHO-X in po 4 
krioviale pri celičnih linijah CHO-X in CHO-Z. Postopek odtaljevanja je opisan v poglavju 
4.3.1. Celično kulturo smo gojili v prvi pasaži in vsak dan merili koncentracijo in viabilnost 
celic do dneva P1D4. S tem smo spremljali odziv celic na odtaljevanje do dneva običajne 
precepitve. V našem primeru smo celično kulturo na dan 4 ustrezno zavrgli.  
4.5 MERJENJE TITRA PROTITELES  
Za merjenje produktivnosti smo izvedli bioproces z dohranjevanjem (angl. fed batch), 
shematsko prikazan na sliki 12. Po gojenju celic do P3 v rastnem gojišču smo celice v P4 
precepili z višjo nacepitveno koncentracijo (0,3‒0,6×106 celic/ml) v produkcijsko gojišče. 
Izjema je bila biološka ponovitev B pri standardnem zamrzovanju, pri kateri smo celično 
kulturo precepili na nacepitveno koncentracijo 0,1‒0,4×106 celic/ml. Med bioprocesom smo 
na različne dneve spremljali koncentracijo in viabilnost celic ter merili titer protiteles. 
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Celicam smo z raztopinami za dohranjevanje dodajali vire ogljika in aminokislin. Celična 
kultura je bila v času med vzorčenji v CO2 stresalniku s pogoji 36,5 °C, 10 % CO2 in 
200 rpm; med bioprocesom smo znižali temperaturo gojenja celic. Na dan P4D14 smo po 
opravljenih meritvah bioproces zaključili in kulturo ustrezno zavrgli.  
 
 
Slika 12: Potek merjenja koncentracije in viabilnosti celic ter titra IgG med bioprocesom z dohranjevanjem 
4.6 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
4.6.1 Microsoft Excel 
V programu Microsoft Excel smo izračunali povprečja ter standardne deviacije izmerjenih 
koncentracij in viabilnosti celic ter titra protiteles. Izračunali smo tudi vrednosti PDT in PDL 
po enačbah, ki se nahajajo v poglavju 4.4.1. Na podlagi izračunov smo izrisali grafe. 
4.6.2 Program JMP 
Program JMP je statistično orodje, s katerim lahko interaktivno vizualiziramo podatke, 
demonstriramo odzive spremljanih dejavnikov ter med drugim tudi načrtujemo 
eksperimente (SAS Institute, 2019). Program smo uporabili za statistično obdelavo podatkov 
in izris linearnih modelov z metodo regresije najmanjših kvadratov (angl. partial least 
squares regression). Preiskovali smo vpliv dejavnikov na spremenljivke »viabilnost celic« 
na dan P1D0, koncentracija celic na dan P1D4, vrednost PDT ter titer protiteles. Za 
reprezentativen model mora biti R2 najmanj 0,6. Za mejo p-vrednosti smo določili 0,05. Če 
je p-vrednost manjša od te meje, pomeni, da imajo izbrani dejavniki vpliv na model. 
4.6.3 Program Spotfire  
Spotfire je program, namenjen vizualnemu prikazovanju statističnih podatkov, s katerim 
smo narisali okvirje z ročaji za prikazovanje podobnosti med biološkima ponovitvama. 
Okvir z ročaji prikazuje mediano in podatke, razdeljene na kvartile. Mediana vrednosti 
razdeli na dva dela, zato je polovica podatkov večja ali manjša od te vrednosti. Četrtina 
podatkov je manjša od vrednosti prvega kvartila, medtem ko je četrtina podatkov večja od 
vrednosti drugega kvartila.  
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5 REZULTATI 
5.1 VPLIV RAZLIČNIH KONCENTRACIJ IN ČASA IZPOSTAVLJENOSTI DMSO 
PRI SOBNI IN NIZKI TEMPERATURI 
5.1.1 Priprava celične banke 
Namnoževanje celične kulture je namenjeno povečevanju volumna in količine celic, ki jih 
nato uporabimo za pripravo celične banke. Poleg zadostne koncentracije morajo celice 
dosegati tudi ustrezno viabilnost, kar smo spremljali med celotnim namnoževanjem celične 
kulture do zamrzovanja. Koncentracijo in viabilnost celic smo merili takoj po odtaljevanju 
ter pred in po precepitvi do konca tretje pasaže. Graf na sliki 13 prikazuje koncentracijo in 
viabilnost celic med namnoževanjem celične kulture (celična linija CHO-X) pred 
zamrzovanjem. Biološki ponovitvi sta predstavljeni z A in B. Rumeni barvi prikazujeta 
kulturo, ki je bila kasneje zamrznjena po standardnem postopku, modri barvi pa kulturo, ki 
je bila kasneje zamrznjena s postopkom priprave v hladnem. Kulturo smo do precepitve v 
tretjo pasažo (P2D4 in P2D5) gojili v enem SF in jo nato precepili v dva SF. Za standardno 
zamrzovanje smo uporabili kulturo iz enega SF, kulturo za zamrzovanje s postopkom 
priprave v hladnem pa iz drugega SF. Namnoževanje kulture biološke ponovitve A je trajalo 
13 dni in namnoževanje kulture biološke ponovitve B 11 dni. Pred zamrzovanjem na dan 
P3D3 so celice v obeh bioloških ponovitvah dosegle viabilnost nad 98 % in koncentracije 
med 1,66×106 celic/ml in 1,97×106 celic/ml. 
 
 
Slika 13: Koncentracija in viabilnost celic izpostavljenih DMSO pri sobni in nizki temperaturi za biološki 
ponovitvi A in B 
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Tik pred zamrzovanjem smo celicam izmerili viabilnost, saj smo s tem želeli preveriti vpliv 
koncentracije DMSO in temperature priprave zamrzovalne suspenzije na viabilnost celic tik 
preden smo jih zamrznili. Grafi na sliki 14 prikazujejo vpliv koncentracije in časa 
izpostavljenosti pred standardnim zamrzovanjem in zamrzovanjem s postopkom priprave v 
hladnem (definirano v poglavju 4.3.1) za biološki ponovitvi A in B. Pri času izpostavljenosti 
0 minut smo izmerili viabilnost pri dveh vzorcih, zato so na grafih prikazane povprečne 
vrednosti. Preostale viabilnosti celic z drugimi časi izpostavljenosti so bile izmerjene na 
enem vzorcu. Pred zamrzovanjem s postopkom priprave v hladnem so celice pri vseh 
pogojih dosegle viabilnosti med 97 % in 99 %, razen pri pogoju 10 % DMSO pri času 
izpostavljenosti 60 minut, kjer so celice dosegle viabilnost 94 % (Slika 14, graf e). Najnižje 
viabilnosti so bile v večini primerov dosežene pri standardnem zamrzovanju pri času 
izpostavljenosti 180 minut (Slika 14, grafi a, c, d, e, f). Razlike se pojavljajo tudi med 
biološkima ponovitvama, kjer so celice v biološki ponovitvi A pri standardnem zamrzovanju 
pri tem času izpostavljenosti dosegle nižje viabilnosti kot pri pogojih 5 % DMSO in 10 % 
DMSO (Slika 14, grafa a in e). V biološki ponovitvi A so bile viabilnosti pri standardnem 
zamrzovanju in času izpostavljenosti 180 min med 87 % in 99 %, medtem ko so bile pri 
biološki ponovitvi B viabilnosti med 93 % in 99 %. Opazimo lahko, da so bile celice pri 
standardnem zamrzovanju tudi bolj občutljive na višjo koncentracijo DMSO, saj so celice 
pri višjih koncentracijah DMSO dosegale nižje viabilnosti, razen v primeru na sliki 14, graf 
f. Viabilnosti so bile v vseh primerih višje od 70 %. To vrednost smo si postavili za spodnjo 
mejo za zamrzovanje celic in je interna meja za to celično linijo. 
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Slika 14: Viabilnosti celic celične linije CHO-X tik pred zamrzovanjem pri različnih koncentracijah ter časih 
izpostavljenosti DMSO pri sobni in nizki temperaturi za biološki ponovitvi A in B 
5.1.2 Vpliv pogojev zamrzovanja 
Z namenom določanja vpliva preiskovanih dejavnikov na celice med zamrzovanjem smo 
zamrznjeno celično kulturo odtalili in vsak dan v prvi pasaži spremljali koncentracijo in 
viabilnost celic, kar smo merili tudi pred in po precepitvi. V tretji pasaži smo celični kulturi 
merili PDT. Sliki 15 in 16 prikazujeta koncentracije in viabilnosti celic po odtaljevanju in v 
prvih treh pasažah. Na sliki 15 so prikazani rezultati standardnega zamrzovanja, na sliki 16 
pa zamrzovanja s postopkom priprave v hladnem. Črki A in B predstavljata biološki 
ponovitvi. Dan 4 na grafih predstavlja P1D4 in P2D0, dan 7 pa P2D3 in P3D0, saj smo celice 
na ta dneva precepili v novo pasažo. Različni odtenki določene barve predstavljajo pogoje 
zamrzovanja, ki se razlikujejo po časih izpostavljenosti v minutah (min) pri določeni 
koncentraciji DMSO (%). Z zelenimi odtenki so prikazani različni časi izpostavljenosti pri 
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koncentraciji DMSO 5 %, rdeči odtenki predstavljajo koncentracijo DMSO 7,5 %, v modrih 
odtenkih pa so rezultati koncentracije DMSO 10 %. Na grafih so prikazane povprečne 
vrednosti koncentracij in viabilnosti celic. V prvi pasaži smo imeli tri ponovitve določenega 
pogoja, od druge pasaže naprej pa po dve ponovitvi. Podroben prikaz koncentracij in 
viabilnosti s standardnimi odkloni je prikazan v prilogah A–D. 
 
  
Slika 15: Koncentracije in viabilnosti celic pri standardnem zamrzovanju po dnevih od P1D0 do P3D3 za 
biološki ponovitvi A in B 
 
Slika 16: Koncentracije in viabilnosti celic pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem po dnevih od 
P1D0 do P3D3 za biološki ponovitvi A in B 
V primerjavi z zamrzovanjem s postopkom priprave v hladnem so celice pri standardnem 
zamrzovanju dosegale nižje viabilnosti po odtaljevanju. Viabilnosti celic pri standardnem 
zamrzovanju (Slika 15; Priloga A) so bile med 50 % in 99 %, pri zamrzovanju s postopkom 
priprave v hladnem pa med 92 % ter 99 %. Na sliki 15 A lahko vidimo, da so celice takoj po 
odtaljevanju dosegale viabilnosti nad 90 %. Naslednji dan po odtaljevanju so bile viabilnosti 
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pri vseh pogojih nižje kot na dan odtaljevanja, razen pri tistih s časom izpostavljenosti 0 
minut. Najnižjo viabilnost je na dan P1D1 dosegel pogoj 5 % DMSO in čas izpostavljenosti 
180 minut (84 %), sledi mu 7,5 % DMSO z enakim časom izpostavljenosti (88 %). Na sliki 
15 lahko opazimo precej razlik med biološkima ponovitvama A in B. Že takoj po 
odtaljevanju so celice biološke ponovitve B dosegle nižje viabilnosti kot pri biološki 
ponovitvi A. V slednji je bila najnižja viabilnost po odtaljevanju 93 %, pri biološki ponovitvi 
B pa 77 %, obe pri pogoju 10 % DMSO in času izpostavljenosti 180 minut. Pri obeh 
bioloških ponovitvah opazimo tudi manjše viabilnosti takoj po odtaljevanju, predvsem pri 
ostrejših pogojih zamrzovanja (koncentracija DMSO nad 7,5 % in čas izpostavljenosti nad 
90 minut). Na sliki 15 B vidimo, da sta na dan P1D1 pogoja 10 % 180 minut in 10 % 
120 minut najbolj vplivala na celično viabilnost, kjer so viabilnosti padle na 50 % in 52 %. 
Tako kot pri biološki ponovitvi A tudi pri B na dan P1D1 nismo opazili padca viabilnosti pri 
celicah, zamrznjenih s katerokoli koncentracijo DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut. Do 
konca prve pasaže so viabilnosti celic pri obeh bioloških ponovitvah zrastle nad 87 %, ob 
koncu tretje pasaže pa učinka zamrzovanja ni bilo več opaziti, saj so vse celice dosegle 
viabilnosti med 98 % in 99 %.  
 
Na sliki 15 in prilogi C je prikazan tudi vpliv koncentracije in časa izpostavljenosti DMSO 
na koncentracijo celic, kjer so zadnji dan prve pasaže v obeh bioloških ponovitvah najvišjo 
koncentracijo dosegle celice, zamrznjene pri 5 % DMSO s časovno izpostavljenostjo 0 
minut. V biološki ponovitvi A so celice dosegle koncentracijo 5,7×106 celic/ml, v biološki 
ponovitvi B pa 6,3×106 celic/ml. Najnižjo koncentracijo ob koncu prve pasaže so dosegle 
celice, zamrznjene pri pogoju 10 % DMSO s časom izpostavljenosti 180 minut, s 
koncentracijama 1,87×106 celic/ml (Slika 15 A) in 0,64×106 celic/ml (Slika 15 B). Opazimo 
lahko, da pri standardnem zamrzovanju na koncentracijo celic negativno vpliva višja 
koncentracija ter daljši čas izpostavljenosti DMSO. Celice so po odtaljevanju pri obeh 
bioloških ponovitvah dosegale različne koncentracije med 0,15×106 celic/ml in 0,31×106 
celic/ml, kar lahko privede do napačne interpretacije rezultatov. V izogib temu smo se 
odločili primerjati vrednosti PDL. Pri biološki ponovitvi A (Priloga E) so se vrednosti 
nahajale med 3,06 ± 0,77 in 4,59 ± 0,08. Največjo vrednost so dosegle celice pri pogoju 5 % 
DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut, najmanjšo vrednost pa so imele celice pri pogoju 
10 % DMSO s časom izpostavljenosti 180 minut. Pri vseh pogojih opazimo, da imajo celice 
pri času izpostavljenosti 180 minut manjšo vrednost PDL kot pri času izpostavljenosti 0 
minut. Pri biološki ponovitvi B (Priloga F) so najmanjšo vrednost dosegle celice pri pogoju 
10 % DMSO s časom izpostavljenosti 180 minut (2,02 ± 0,13), največjo pa celice pri pogoju 
5 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut (4,99 ± 0,29). Razlike v vrednostih PDL so 
bile najbolj vidne pri koncentraciji DMSO 10 %, kjer so celice pri času izpostavljenosti 0 
minut imele vrednost PDL 4,54 ± 0,03 in so z daljšim časom izpostavljenosti upadale ter pri 
180 minutah dosegle vrednost 2,02 ± 0,13.  
 
Na sliki 16 in v prilogi B so prikazani rezultati zamrzovanja s postopkom priprave v 
hladnem. Celice so takoj po odtaljevanju dosegle viabilnosti nad 97 % pri biološki ponovitvi 
A in nad 95 % pri biološki ponovitvi B. V primerjavi s celicami, zamrznjenimi s standardnim 
zamrzovanjem, negativen vpliv daljšega časa izpostavljenosti DMSO na dan P1D0 ni bil 
viden. V primeru biološke ponovitve A pri koncentraciji DMSO 5 % in 7,5 % vidimo rahlo 
naraščanje viabilnosti z daljšim časom izpostavljenosti (z 98 na 99 % pri 5 % DMSO in s 97 
na 98 % pri 7,5 % DMSO), pri biološki ponovitvi B pa narašča s 95 do 98 % do časa 
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izpostavljenosti 90 minut pri koncentraciji DMSO 5 % (Priloga B). Manjši padec viabilnosti 
lahko opazimo na sliki 16 A na dan P1D1, kjer so najnižjo viabilnost (92 %) dosegle celice, 
zamrznjene pri 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 60 minut. To je v obeh bioloških 
ponovitvah zamrzovanja s postopkom priprave v hladnem najnižja vrednost viabilnosti. Na 
sliki 16 B na dan 1 ni bilo očitnega padca viabilnosti, saj so bile vse vrednosti med gojenjem 
ves čas nad 90 %. V obeh bioloških ponovitvah so najvišjo viabilnost na dan P1D1 dosegle 
celice, ki so bile zamrznjene pri pogoju 7,5 % DMSO in časom izpostavljenosti 120 minut 
(99 %).  
 
Pri biološki ponovitvi A (Slika 16 A, Priloga D) opazimo, da so na koncu prve pasaže 
najvišjo koncentracijo dosegle celice, zamrznjene pri pogoju 5 % DMSO in s časom 
izpostavljenosti 120 minut (5,14×106 celic/ml), medtem ko so celice v biološki ponovitvi B 
(Slika 16 B) najvišjo koncentracijo dosegle pri pogoju 5 % DMSO in času izpostavljenosti 
0 minut (5,21×106 celic/ml). Na ta dan so najnižjo koncentracijo dosegle celice biološke 
ponovitve A, zamrznjene s 7,5 % DMSO in časom izpostavljenosti 180 minut 
(3,74×106 celic/ml), pri biološki ponovitvi B pa celice pogoja 10 % DMSO s časom 
izpostavljenosti 60 minut (3,92×106 celic/ml). Koncentracije ob koncu tretje pasaže so pri 
biološki ponovitvi A manj raztrosene kot pri biološki ponovitvi B. Gibljejo se med 
2,23×106 celic/ml in 2,73×106 celic/ml pri A in med 2,01×106 celic/ml ter 3,13×106 celic/ml 
pri B. Ker so celice takoj po odtaljevanju dosegle koncentracije med 0,16×106 celic/ml in 
0,31×106 celic/ml, smo primerjali vrednosti PDL v prvi pasaži. Pri biološki ponovitvi A 
(Priloga G) so največjo vrednost dosegle celice pogoja 7,5 % DMSO s časom 
izpostavljenosti 0 minut (4,41 ± 0,23) in najmanjšo vrednost celice pogoja 10 % DMSO s 
časom izpostavljenosti 60 minut (4,02 ± 0,05). Pri biološki ponovitvi B (Priloga H) so 
največjo vrednost PDL dosegle celice pri pogoju 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 
minut (4,39 ± 0,16) in najmanjšo celice pri pogoju 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 
60 minut (4,11 ± 0,07).  
 
V tretji pasaži smo merili podvojevalni čas populacije, s katerim smo preverjali hitrost 
podvojevanja celic v celični kulturi. Daljši čas podvojevanja kaže na počasnejšo rast celic. 
Za vsak vzorec smo posebej izračunali PDT. Ker smo na pogoj imeli dva vzorca, so na grafih 
prikazane povprečne vrednosti PDT. Za obe biološki ponovitvi so na sliki 17 prikazane 
vrednosti PDT pri standardnem zamrzovanju, slika 18 pa prikazuje vrednosti PDT pri 
zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem. Zaradi okužbe je na sliki 18 pri biološki 
ponovitvi B prikazan PDT zgolj enega vzorca s pogojem 5 % DMSO in časom 
izpostavljenosti 0 minut. Z modro barvo je obarvana biološka ponovitev A, ki ima nad 
stolpci zapisane pripadajoče vrednosti PDT. Zeleni stolpci predstavljajo biološko ponovitev 
B s pripadajočimi vrednostmi PDT, ki so prikazane pod vrhom stolpca. Na sliki 17 se 
vrednosti PDT gibljejo med 19,4 in 25,4 ure pri biološki ponovitvi A ter med 19 in 21,8 ur 
pri biološki ponovitvi B. Na sliki 18 ta razpon pri biološki ponovitvi A sega med 20,2 in 
23,3 ure ter od 19,8 do 21,3 ure pri biološki ponovitvi B. Z grafov na sliki 17 in 18 lahko 
razberemo, da so bile pri biološki ponovitvi B v večini vrednosti PDT manjše. Izjema so 
pogoji 10 % DMSO s časom izpostavljenosti 60 minut (Slika 17) ter trije pogoji, ki so bili 
zamrznjeni s postopkom priprave v hladnem: 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut, 
90 minut ter 120 minut (Slika 18). 
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Slika 17: Vrednosti podvojevalnega časa (PDT) v P3 pri različnih koncentracijah in časih izpostavljenosti 
DMSO za biološki ponovitvi A in B pri standardnem zamrzovanju 
 
Slika 18: Vrednosti podvojevalnega časa (PDT) v P3 pri različnih koncentracijah in časih izpostavljenosti 
DMSO za biološki ponovitvi A in B pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem 
Za vse pasaže smo izračunali tudi stopnjo podvojevanja celic, s katero smo spremljali prirast 
celic. Z merjenjem titrov protiteles pa smo želeli ugotoviti, ali način zamrzovanja vpliva na 
koncentracijo končnega produkta. Merili smo celokupno količino proizvedenih protiteles v 
celični kulturi. Sliki 19 in 20 prikazujeta vsote vrednosti PDL (kumulativen PDL), izračunan 
iz povprečja vzorcev za vsak pogoj med gojenjem celic v vseh pasažah, ter titer IgG, merjen 
na določene dneve v pasaži 4. Posamezne vrednosti PDL po pasažah so navedene v prilogah 
E, F, G in H. Črki A in B ponazarjata biološki ponovitvi. Odtenki ene barve predstavljajo 
različne čase izpostavljenosti pri določeni koncentraciji DMSO. Zeleni odtenki predstavljajo 
koncentracijo DMSO 5 %, rdeči odtenki koncentracijo DMSO 7,5 % in modri 10 % DMSO. 
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Na sliki 19 so prikazani rezultati standardnega zamrzovanja, na sliki 20 pa rezultati 
zamrzovanja s postopkom priprave v hladnem. Rezultati so od druge pasaže naprej rezultat 
povprečja dveh paralelnih vzorcev na pogoj. Pri standardnem zamrzovanju pri biološki 
ponovitvi A je bila precepitev izvedena na dan P3D3, medtem ko je bila pri biološki 
ponovitvi B in zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem izvedena na dan P3D4. Razlika 
se pojavi tudi pri nacepitveni koncentraciji pri precepitvi v četrto pasažo, kjer je pri 
standardnem zamrzovanju v biološki ponovitvi B nižja od preostalih. Zaradi težav z napravo 
Cedex Bio HT smo izgubili podatke za titer v biološki ponovitvi A na dan P4D10 za pogoj 
10 % DMSO 180 minut. Zaradi okužbe ene od paralelk je pri pogoju 5 % DMSO 0 minut 
pri biološki ponovitvi B rezultat enega vzorca. 
 
 
Slika 19: Vrednosti PDL za celotno obdobje gojenja celic ter titri IgG pri standardnem zamrzovanju za biološki 
ponovitvi A in B 
 
Slika 20: Vrednosti PDL za celotno obdobje gojenja celic ter titri IgG pri zamrzovanju s postopkom priprave 
v hladnem za biološki ponovitvi A in B 
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Izračunali smo tudi produktivnost celic, ki je prikazana na slikah 21 in 22. Izbrali smo dan 
P4D14, saj smo na ta dan naredili statistično analizo titrov proizvedenih protiteles (poglavje 
5.1.3.4). Produktivnost smo izračunali na podlagi rezultatov titra IgG, ki smo ga delili s 
koncentracijo celic. Prikazani rezultati so povprečje vrednosti paralelnih vzorcev za 
posamezen pogoj in so izraženi z enoto mg/×106 celic. 
 
 
Slika 21: Produktivnost celic na dan P4D14 za biološki ponovitvi A in B pri standardnem zamrzovanju 
 
Slika 22: Produktivnost celic na dan P4D14 za biološki ponovitvi A in B pri zamrzovanju s postopkom priprave 
v hladnem 
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Na sliki 19 A so prikazane vrednosti PDL, izračunane iz izmerjenih koncentracij celic. 
Biološki dogodki (meritve) so na zadnji dan četrte pasaže dosegali razpon vrednosti PDL v 
območju od 12,6 do 16,1, na sliki 19 B pa od 13,7 do 17,7. V obeh primerih so najmanjšo 
vrednost PDL (12,6 in 13,7) dosegle celice pri pogoju 10 % DMSO in času izpostavljenosti 
180 minut ter največjo (16,1 in 17,7) celice pri pogoju 5 % DMSO in času izpostavljenosti 
0 minut. Celice pri preostalih pogojih so tvorile skupino z vrednostmi od 13,9 do 15,3 pri A 
in od 15,7 do 17 pri B. Pri biološki ponovitvi B so celice pogoja 10 % DMSO s časovno 
izpostavljenostjo 120 min dosegle vrednost PDL 14,2, kar je bližje najmanjši vrednosti PDL. 
Na podlagi tega lahko opazimo, da so celice v biološki ponovitvi B dosegle večje vrednosti 
PDL, kar pomeni, da so se večkrat podvojile. Rezultat se sklada tudi z vrednostmi PDT, kjer 
so celice biološke ponovitve B imele manjši PDT kot celice v biološki ponovitvi A (Slika 
17). Opazimo, da je daljša dolžina tretje pasaže v biološki ponovitvi A ter drugačna 
nacepitvena koncentracija pri biološki ponovitvi B vplivala na vrednosti PDL. 
 
Na sliki 19 vidimo, da so vsi titri na dan P4D14 pri biološki ponovitvi A nižji kot pri B. 
Vrednosti titrov pri biološki ponovitvi A se gibljejo od 2,8 g/l do 3,5 g/l, pri biološki 
ponovitvi B pa od 3,7 g/l do 4 g/l. Pri biološki ponovitvi A so najmanjši titer dosegle celice 
pri pogoju 10 % DMSO in čas izpostavljenosti 180 minut, največji titer pa so dosegle celice, 
zamrznjene pri pogojih 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 in 60 minut (Slika 19 A). 
Pričakovali smo, da bodo celice z manjšimi PDL imele večje titre v primerjavi s tistimi z 
večjim PDL, česar na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo potrditi. Pri biološki ponovitvi 
B (Slika 19 B) so celice na zadnji dan bioprocesa dosegle najmanjši titer pri pogoju 5 % 
DMSO in 180 minut, največjega pa pri pogoju 10 % DMSO in časom izpostavljenosti 120 
minut. V tem primeru sta bila titra (3,9 g/l) enaka pri pogoju z najmanjšim in največjim PDL. 
Slika 21 prikazuje produktivnost celic, zamrznjenih s standardnim zamrzovanjem. Pri 
biološki ponovitvi A je bila produktivnost manjša kot pri biološki ponovitvi B razen pri 
celicah, zamrznjenih pri pogojih 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 90 min ter 7,5 % 
DMSO s časom izpostavljenosti 120 minut, kjer so bile vrednosti enake. Pri pogoju 5 % 
DMSO s časom izpostavljenosti 120 minut je pri biološki ponovitvi A produktivnost večja 
za 0,01 mg/×106 celic. Celice iz biološke ponovitve A so dosegle vrednosti produktivnosti 
med 0,33‒0,38 mg/×106 celic, medtem ko so celice iz biološke ponovitve B dosegle 
produktivnosti med 0,36‒0,47 mg/×106 celic. Najmanjšo produktivnost pri biološki 
ponovitvi A so dosegle celice pri pogoju 7,5 % DMSO s časom izpostavljenosti 60 minut, 
kjer je bila opazna tudi največja standardna deviacija med vsemi pogoji (0,33 mg/×106 celic 
± 0,05 mg/×106 celic). Največjo produktivnost (0,38 mg/×106 celic) so dosegle celice pri 
pogojih 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 60 minut, 7,5 % DMSO s časom 
izpostavljenosti 120 minut ter 10 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut. Pri biološki 
ponovitvi B so najmanjšo produktivnost dosegle celice pri pogoju 5 % DMSO s časom 
izpostavljenosti 120 minut (0,36 ± 0,02 mg/×106 celic), največjo produktivnost pa pri pogoju 
10 % DMSO s časom izpostavljenosti 180 minut (0,47 ± 0,00). Tudi pri teh rezultatih 
opazimo razliko v titrih in produktivnosti med biološkima ponovitvama, saj sta si bile med 
seboj različne. 
 
Slika 20 prikazuje rezultate celic, zamrznjenih pri hladnih pogojih. Vrednosti PDL, 
prikazane na sliki 20, nimajo tako širokega razpona vrednosti kot pri standardnem 
zamrzovanju (Slika 19). Celice biološke ponovitve A so na zadnji dan četrte pasaže dosegle 
vrednosti od 14,7 do 15,8, medtem ko so celice biološke ponovitve B dosegle vrednosti od 
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15,6 do 16,1 (Slika 20). Večje sipanje dosegajo vrednosti PDL v biološki ponovitvi A od 
14,7 do 15,8 (Slika 20 A), medtem ko so PDL vrednosti v biološki ponovitvi B med seboj 
primerljive (od 15,6 do 16,1, glej Slika 20 B). Tako kot pri celicah, zamrznjenih pri 
standardnih pogojih, smo pričakovali, da bodo celice z manjšimi vrednostmi PDL imele 
večje titre v primerjavi s tistimi z večjim PDL. Iz dobljenih rezultatov tega ne moremo 
potrditi. Na dan P4D14 so najmanjši titer IgG (3,1 g/l) dosegle celice pri pogoju 5 % s časom 
izpostavljenosti 60 minut, največji titer (4,1 g/l) pa so dosegle celice pri pogoju 7,5 % DMSO 
s časom izpostavljenosti 180 minut (Slika 20 A). Pri biološki ponovitvi B  so najmanjši titer 
(3,5 g/l) dosegle celice pri pogoju 10 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut, največji 
titer (4,1 g/l) pa je bil pri pogoju 10 % DMSO s časom izpostavljenosti 180 minut (Slika 20 
B). Slika 22 prikazuje produktivnosti celic, zamrznjenih pri hladnih pogojih. Pri biološki 
ponovitvi A opazimo variabilnost celic, kjer produktivnosti segajo od 0,27 do 0,37 mg/×106 
celic s standardnimi deviacijami med 0,00 do 0,03, z izjemo pri pogoju 10 % DMSO s časom 
izpostavljenosti 90 minut (0,08). Najmanjšo produktivnost (0,27 mg/×106 celic) so dosegle 
celice pri pogoju 5 % DMSO s časom izpostavljenosti 60 minut ter celice pri pogoju 10 % 
DMSO s časom izpostavljenosti 180 minut. Največjo produktivnost so imele celice pri 
pogojih 10 % DMSO s časom izpostavljenosti 0 minut in 120 minut (0,37 mg/×106 celic). 
Med rezultati produktivnosti pri biološki ponovitvi B so manjše razlike kot pri biološki 
ponovitvi A. Vrednosti produktivnosti se nahajajo med 0,31‒0,35 mg/×106 celic z največjo 
standardno deviacijo 0,01. 
5.1.3 Statistična analiza 
Vrednotenje celične viabilnosti na dan P1D0 po odtaljevanju 
Za statistično analizo smo si izbrali celično viabilnost na dan P1D0 po odtaljevanju, saj je ta 
najpomembnejši kriterij za ugotavljanje uspešnosti celične banke. Kriteriji uspešnosti se 
prilagodijo glede na lastnosti celične linije. V našem primeru je bila celična banka uspešna, 
če je po odtaljevanju dosegla viabilnost nad 70 %. Z namenom odkrivanja povezave med 
spremenljivko »viabilnost« na dan P1D0 in preiskovanimi dejavniki (faktorji) vpliva smo 
postavili linearni model, ki je prikazan na sliki 23. Dejavniki, ki smo jih izbrali, so 
temperatura priprave celične banke, koncentracija DMSO ter čas izpostavljenosti DMSO. 
Podatki o celični viabilnosti, s katerimi smo izvedli statistično analizo, so grafično prikazani 
na slikah 15 in 16 ter podrobneje v prilogah A–D. Kljub razlikam med biološkima 
ponovitvama smo dobili dober in statistično značilen model. V primeru viabilnosti celic na 
dan P1D0 je 78 % spremenljivk pojasnjenih s preiskovanimi dejavniki. Na modelu črne 
točke prikazujejo biološko ponovitev A, modre pa biološko ponovitev B. Z modela lahko 
razberemo, da ima največji vpliv temperatura priprave zamrzovalne suspenzije. Na drugem 
mestu se nahaja biološka ponovitev (na slikah 23 in 24 označena kot fiziol. ponovitev). Ker 
so p-vrednosti vseh dejavnikov 0, smo zanesljivost modela preverili z izdelavo modelov in 
interakcijskih profilov za vsako biološko ponovitev posebej (Priloga I). Interakcije se 
skladajo, zato modelu zaupamo.  
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Slika 23: Model vpliva preiskovanih dejavnikov na viabilnost celic na dan P1D0 ter seznam vplivnih 
dejavnikov 
Interakcije med pogoji na sliki 24 so prikazane z najmanjšo in največjo vrednostjo 
določenega pogoja, v tem primeru temperaturo priprave zamrzovalne suspenzije 4 °C 
(zamrzovanje s postopkom priprave v hladnem) in 20 °C (standardno zamrzovanje), deležem 
DMSO 5 % in 10 % ter časom izpostavljenosti celične kulture DMSO 0 in 180 minut. Zaradi 
razlik med biološkima ponovitvama sta prikazani tudi biološki ponovitvi A in B, ki sta 
označeni s številkama 1 in 2. Zaradi biološke variabilnosti biološki ponovitvi nista bili 
popolnoma skladni, saj so bili v biološki ponovitvi B padci viabilnosti očitnejši. Razberemo 
lahko, da so učinki vseh dejavnikov na viabilnost večji pri standardnem zamrzovanju kot pri 
zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem. Pri standardnem zamrzovanju se višja 
koncentracija DMSO kot tudi daljši čas izpostavljenosti DMSO kažeta v nižji viabilnosti 
celic po odtaljevanju. Ta učinek pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem ni očiten. 
 
 
Slika 24: Interakcijski profil vpliva preiskovanih dejavnikov na viabilnost celic na dan P1D0 
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Vrednotenje koncentracije celic na dan P1D4 po odtaljevanju 
Statistično smo obdelali tudi podatke o koncentraciji celic (angl. viable cell density, VCD) 
na dan P1D4, ki so prikazani na slikah 15 in 16 ter v prilogah C in D. Za analizo smo vzeli 
zadnji dan prve pasaže, saj na ta dan običajno precepljamo celice v naslednjo pasažo z 
namenom povečevanja volumna celične kulture. Za precepitev v čim večji volumen 
potrebujemo čim večjo količino celic. Vrednosti VCD v času gojenja nismo analizirali, saj 
pri namnoževanju celične kulture rasti ne spremljamo vsakodnevno. Ker smo opazili vpliv 
dejavnikov (temperatura priprave zamrzovalne suspenzije, koncentracija in čas 
izpostavljenosti DMSO) na VCD, nas je zanimalo, v kakšni meri vplivajo na VCD. Najprej 
smo izdelali okvirja z ročaji za spremenljivko »koncentracija« na dan P1D4, ki sta prikazana 
na sliki 25. Okvir z ročaji modre barve prikazuje biološko ponovitev A, medtem ko okvir z 
ročaji zelene barve prikazuje biološko ponovitev B. Razberemo lahko, da so koncentracije 
celic na dan P1D4 (standardno zamrzovanje in zamrzovanje s postopkom priprave v 
hladnem) normalno porazdeljene s povprečjem 3,9×106 celic/ml ± 1,1×106 celic/ml. Četrtina 
vseh vrednosti VCD je nižja od 3,2×106 celic/ml. Mediana se nahaja pri vrednosti VCD 
4,0×106 celic/ml, četrtina podatkov pa ima VCD vrednost višjo od 4,6×106 celic/ml. V drugi 
biološki ponovitvi je 7 osamelcev, ki predstavljajo podatke, ki bistveno odstopajo od večine 
ostalih vrednosti. Obe biološki ponovitvi se lepo skladata, ker se povprečne vrednosti VCD 
pri obeh pokrijeta na 4,0×106 celic/ml in sta normalno porazdeljeni. Zaradi normalne 
porazdelitve lahko vrednosti obeh bioloških ponovitev primerjamo med sabo. 
 
Slika 25: Okvirja z ročaji za spremenljivko »koncentracija celic« na dan P1D4 za biološki ponovitvi 
Z namenom odkrivanja povezave med spremenljivko P1D4 VCD in preiskovanimi dejavniki 
vpliva smo postavili linearni model (Slika 26). Dobili smo dober model (R2 = 0,81, p-
vrednost < 0,001), ki opiše 81 % variabilnosti v P1D4 VCD in je statistično značilen. Na 
modelu sive točke prikazujejo biološko ponovitev A, modre pa biološko ponovitev B. 
Model, ki opisuje koncentracijo celic na dan P1D4, v 81 % pojasnjuje vpliv preučevanih 
dejavnikov na spremenljivko P1D4 VCD. Največji vpliv ima temperatura priprave 
zamrzovalne suspenzije, nato sledijo koncentracija DMSO, čas izpostavljenosti DMSO, 
temperatura priprave zamrzovalne suspenzije v odvisnosti s časom izpostavljenosti DMSO 
ter temperatura priprave v odvisnosti od koncentracije DMSO.  
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Slika 26: Model vpliva preiskovanih dejavnikov na koncentracijo celic na dan P1D4 ter seznam vplivnih 
dejavnikov 
Z modeli lahko razložimo, na kakšen način vplivajo posamezni dejavniki ali kombinacija 
teh dejavnikov med sabo na merjeno spremenljivko. Interakcije med pogoji na sliki 27 so 
zaradi boljše predstave prikazane z ekstremi, v tem primeru 4 °C in 20 °C, 5 % in 10 % 
DMSO ter čas izpostavljenosti DMSO 0 minut in 180 minut. Na koncentracijo celic je v 
največji meri vplivala temperatura priprave zamrzovalne suspenzije. Pri temperaturi 
priprave zamrzovalne suspenzije 20 °C lahko pri daljšem času izpostavljenosti DMSO 
pričakujemo nižje koncentracije celic na dan P1D4 kot pri pripravi zamrzovalne suspenzije 
pri 4 °C. Pri višji temperaturi priprave in 10 % DMSO lahko zaznamo nižjo koncentracijo 
celic. Opazimo lahko tudi večji padec koncentracije celic pri daljšem času izpostavljenosti 
DMSO. Negativni učinek daljšega časa izpostavljenosti pri zamrzovanju s postopkom 
priprave v hladnem ni očiten. Pri večji koncentraciji DMSO je vpliv daljšega časa 
izpostavljenosti minimalen. 
 
 
Slika 27: Interakcijski profil vpliva preiskovanih dejavnikov na koncentracijo celic na dan P1D4 
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Vrednotenje PDT v tretji pasaži 
PDT nam pove čas podvojevanja celic v celični kulturi. VCD smo merili ob začetku in koncu 
tretje pasaže in na podlagi tega izračunali vrednosti, ki so prikazane na slikah 17 in 18. Za 
statistično obdelavo smo si ga izbrali, saj v tretji pasaži zaznamo dolgotrajne učinke pogojev 
zamrzovanja na rast celic. S statistično analizo smo želeli ugotoviti vpliv spremljanih 
dejavnikov na hitrost rasti celic. Okvirja z ročaji za spremenljivko PDT sta prikazana na sliki 
28. Okvir z ročaji modre barve prikazuje biološko ponovitev A, zelen okvir z ročaji pa 
biološko ponovitev B. Mediani bioloških ponovitev imata vrednosti 22,0 in 20,4 ure. Pri 
biološki ponovitvi A se dobljene vrednosti nahajajo med približno 19,5 in 25,5 ur. Četrtina 
podatkov je manjša od 21 ur, medtem ko je druga četrtina podatkov večja od 23,5 ur. Pri 
biološki ponovitvi B vrednosti segajo od približno 18 do 22,5 ur. Četrtina podatkov je manjša 
od 20 ur, četrtina pa večja od približno 21 ur. Opazimo tudi dva osamelca. V drugi biološki 
ponovitvi smo zaradi okužbe v P3D3 izgubili en podatek za celično kulturo, zamrznjeno s 
postopkom priprave v hladnem pogoju s 5 % DMSO in časom izpostavljenosti 0 minut. 
 
 
Slika 28: Okvirja z ročaji za spremenljivko PDT za biološki ponovitvi 
Postavljeni model na sliki 29 pojasni 43 % variabilnosti v izmerjeni spremenljivki PDT. To 
pomeni, da napovedna moč modela ni dobra. Ta trditev je statistično značilna. Kljub temu 
da model ni dober, nakazuje, da ima v tem primeru največji vpliv na PDT biološka ponovitev 
(na sliki označena kot fiziol. ponovitev). Razlike med biološkima ponovitvama so verjetno 
tudi razlog, da smo dobili slab model. 
 
 
Slika 29: Model vpliva preiskovanih dejavnikov na PDT in seznam vplivnih dejavnikov 
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Vrednotenje titra IgG na zadnji dan četrte pasaže  
Za statistično obdelavo smo si izbrali titer IgG na zadnji dan četrte pasaže, saj so takrat celice 
proizvedle največ produkta. Podatki, ki smo jih uporabili za analizo, so grafično prikazani 
na slikah 19 in 20. Zanimalo nas je ali so imeli preiskovani dejavniki ob koncu bioprocesa 
vpliv na titer protiteles, ki je v proizvodnji tudi glavni razlog za gojenje celic. Na sliki 30 je 
prikazana splošna statistika za to spremenljivko. Okvir z ročaji modre barve predstavlja 
biološko ponovitev A, okvir z ročaji zelene barve pa biološko ponovitev B. Vrednosti 
median sta 3,4 g/l in 3,9 g/l. Pri biološki ponovitvi A se podatki razprostirajo med pribl. 
2,5 g/l do 4,1 g/l, v biološki ponovitvi B pa med 3,5 g/l do 4,1 g/l. V biološki ponovitvi A je 
četrtina podatkov manjša od pribl. 3 g/l, četrtina pa večja od 3,9 g/l. Opažamo tudi, da so v 
tem primeru vrednosti večji raztros podatkov v primerjavi s fiziološko ponovitvijo B. V 
biološki ponovitvi B je četrtina podatkov manjša od 3,8 g/l, četrtina pa večja od 4 g/l. 
 
 
Slika 30: Okvirja z ročaji za spremenljivko »titer IgG« na dan P4D14 za biološki ponovitvi 
Postavljeni model na sliki 31 pojasni 75 % variabilnosti v izmerjeni spremenljivki »titer 
IgG« na dan P4D14. Ta trditev je statistično značilna (p-vrednost je manjša od 0,001). Kljub 
temu da je model statistično dober, mu ne moremo zaupati. Na modelu sive točke prikazujejo 
biološko ponovitev A, modre pa biološko ponovitev B. Pri biološki ponovitvi A lahko 
opazimo združevanje rezultatov v dve skupini, ne vemo pa, katera skupina rezultatov je 
reprezentativna. Model prikazuje, da ima največji vpliv na titer IgG biološka ponovitev (na 
sliki označena kot fiziol. ponovitev). 
 
 
Slika 31: Model vpliva preiskovanih dejavnikov na titer IgG na dan P4D14 in seznam vplivnih dejavnikov 
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5.2 VPLIV POVIŠANJA TEMPERATURE NA SHRANJENO CELIČNO KULTURO 
Na koncentracijo in viabilnost celic ne vplivajo zgolj pogoji med zamrzovanjem, ampak tudi 
rokovanje s kriovialami, ko so že shranjene na ultra nizki temperaturi. Med rokovanjem so 
celice lahko različno dolgo izpostavljene višjim temperaturam, kot je tista, na kateri so 
shranjene. Zanimal nas je vpliv petih različnih temperatur (‒60 °C, ‒40 °C, ‒20 °C, 0 °C in 
sobna temperatura (RT)). Simulirali smo vnos in iznos kriovial iz krioposode. Celice s časom 
dosegajo preverjene temperature, kar lahko vpliva na kakovost celične banke. Krioviale, ki 
so bile shranjene v plinski fazi tekočega dušika, smo iz krioposode takoj prenesli v NKZ, 
kjer smo 1 uro vzdrževali testirano temperaturo. Pri pogoju RT smo krioviale pustili na pultu. 
Spremljali smo koncentracijo in viabilnost celic v prvi pasaži po odtaljevanju. Prikazani 
rezultati so izračuni povprečja med paralelnimi vzorci.  
 
Slika 32 prikazuje koncentracijo in viabilnost celic celične linije CHO-X s standardnimi 
deviacijami. Vrednosti standardnih deviacij so poleg vrednosti koncentracij in viabilnosti 
navedene v prilogi J. Najnižje viabilnosti so na dan P1D1 in P1D2 po odtaljevanju dosegle 
celice, ki so bile eno uro izpostavljene RT, ter celice, izpostavljene eno uro 0 °C. Na dan 1 
so imele celice, izpostavljene sobni temperaturi, viabilnost 61,5 % ± 12,5 %, na dan 2 pa 
64,4 % ± 16,8 %. Celice, izpostavljene temperaturi 0 °C, so na dan P1D1 imele viabilnost 
59,1 % ± 12,3 % ter 59,1 % ± 18,8 % na dan P1D2. Celice, ki so bile izpostavljene 
temperaturam nad ‒20 °C (RT in 0 °C), so odreagirale zelo raznoliko, kar je opazno tudi pri 
velikih standardnih deviacijah. Celice, ki smo jih testirali pri temperaturi do ‒20 °C, so imele 
standardne deviacije na dan P1D1 med 2,2‒4,4 %, od in vključno z ‒20 °C pa med 12,3 in 
21,7 %. Do zadnjega dneva prve pasaže so se viabilnosti najbolj prizadetih celic (RT in 0 °C) 
povišale na 88,6 % ± 10,9 % in 88,6 % ± 9,6 %. Pogoja 0 °C in RT sta na zadnji dan prve 
pasaže (P1D4) zaradi najnižje viabilnosti posledično dosegla tudi najnižjo koncentracijo 
celic. Pogoj 0 °C je dosegel koncentracijo 0,89×106 celic/ml ± 0,51×106 celic/ml, pogoj RT 
pa 1,02×106 celic/ml ± 0,39×106 celic/ml.  
 
 
Slika 32: Koncentracije in viabilnosti celic celične linije CHO-X v prvi pasaži 
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Na sliki 33 so prikazane koncentracije in viabilnosti celic celične linije CHO-Y s 
pripadajočimi standardnimi deviacijami. Vrednosti posameznih rezultatov in standardnih 
deviacij so prikazane v prilogi F. Viabilnosti so bile pri vseh testiranih pogojih od 87 % do 
97,7 %. Viabilnosti so od odtaljevanja na dan P1D0 (92,6‒97,5 %) do konca pasaže padle 
na 89,3‒90,5 %, kar je značilna lastnost preiskovane celične linije. Takoj po odtaljevanju 
opazimo, da je temperatura vplivala na koncentracijo in viabilnost celic v prvi pasaži. Višja 
kot je bila temperatura, nižjo viabilnost so imele. Celice pogoja RT so na dan P1D0 dosegle 
najnižjo viabilnost (92,6 % ± 1,2 %), najvišjo pa celice pogoja ‒60 °C (97,5 % ± 0,6 %). 
Izmed vseh pogojev je najnižje viabilnosti dosegel pogoj ‒20 °C na dan P1D1 (87,6 % ± 
2,6 %) ter na dan P1D3 (87 % ± 2,1 %). Na zadnji dan pasaže so celice dosegle koncentracije 
med 1,38×106 celic/ml in 1,61×106 celic/ml. 
 
 
Slika 33: Koncentracije in viabilnosti celic celične linije CHO-Y v prvi pasaži 
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Rezultati koncentracij in viabilnosti celic celične linije CHO-Z so prikazane na sliki 34, 
podatke s standardnimi deviacijami pa najdemo v prilogi F. Slika prikazuje, da so viabilnosti 
pri vseh pogojih dosegale vrednosti 94,8‒98,8 %. Na to celično linijo temperature skoraj 
niso imele vpliva, so pa na dan P1D1 vidni zanemarljivi padci viabilnosti, saj je bila najnižja 
viabilnost 98,3 % ± 0,5 %, ki ga je dosegel pogoj ‒60 °C. Kljub temu da na grafu zaznamo 
padec, je najnižja viabilnost na dan 1 pri temperaturi ‒20 °C 94,8 % ± 0,9 %. Koncentracije 
celic so se pri vseh testiranih pogojih na zadnji dan pasaže nahajale med 2,39 × 106 celic/ml 
in 2,89×106 celic/ml. 
 
 
Slika 34: Koncentracije in viabilnosti celic celične linije CHO-Z v prvi pasaži. 
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6 RAZPRAVA 
 
Zamrzovanje celic je pomemben korak pri pripravi celične banke, saj lahko različni 
dejavniki vplivajo na koncentracijo in viabilnost celic po odtaljevanju. V sklopu 
raziskovalne naloge smo pri zamrzovanju v hladnih in standardnih pogojih testirali različne 
koncentracije krioprotektanta DMSO in časa izpostavljenosti celic DMSO. Ker je DMSO za 
celice toksičen, je običajen razpon koncentracije za zamrzovanje med 5‒15 % (Kshirsagar 
in Ryll, 2018). Seth (2012) omenja, da DMSO povzroča začasen nastanek por v celični 
membrani, v višjih koncentracijah pa se veže na lipide v celični membrani, kar povzroči stres 
med zamrzovanjem. V magistrski nalogi Marc (2018) so na drugi celični liniji testirali 
koncentracije DMSO 2‒15 %. 15 % DMSO je na celice vplival negativno, saj se je 
populacija celic podvojila manjkrat in je imela v celotni prvi pasaži nižjo viabilnost. Na 
podlagi optimalnih koncentracij DMSO so optimizirali nadaljnje eksperimente. Eden izmed 
teh eksperimentov je bil tudi testiranje različnih koncentracij DMSO in časa izpostavljenosti 
pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem. Z namenom primerjave rezultatov 
eksperimenta z našo celično linijo CHO-X smo izbrali koncentracije DMSO 5 %, 7,5 % in 
10 %. Koncentracija 7,5 % se uporablja v standardnih protokolih za zamrzovanje, medtem 
ko koncentraciji 5 % in 10 % v našem poskusu predstavljata spodnjo in zgornjo mejo. 
Pričakovali smo, da bo pri višji koncentracij toksični učinek DMSO na koncentracijo in 
viabilnost celic večji, kar smo po statistični obdelavi uspeli potrditi. Seth (2012) med drugim 
priporoča omejitev časa izpostavljenosti DMSO pri sobnih pogojih zaradi toksičnosti 
DMSO. Čas izpostavljenosti DMSO je med drugim pomemben dejavnik pri pripravi celične 
banke, saj je od njega odvisno število napolnjenih kriovial. Ker industrija teži k novim 
rešitvam in optimizaciji procesov, je ena izmed smernic v prihodnosti priprava celičnih bank 
z večjim številom kriovial. V tem primeru je za polnjenje potrebno več časa. V eksperimentu 
Marc (2018) so testirali čase 0, 45, 90, 120 in 180 minut ter dokazali negativen vpliv daljšega 
časa izpostavljenosti na dveh celičnih linijah z izjemo pogoja s 5 % DMSO, kjer je največji 
padec viabilnosti dosegel čas izpostavljenosti 120 minut. V našem poskusu smo testirali čase 
izpostavljenosti 0, 60, 90, 120 in 180 minut. Pri tem 0 in 180 minut predstavljata spodnjo in 
zgornjo mejo, 60 minut pa predstavlja običajen čas priprave celične banke. Časa 
izpostavljenosti 90 in 120 minut sta predstavljala dodatni točki za določanje meje vpliva na 
viabilnost celic. Z daljšim časom izpostavljenosti celic krioprotektantu DMSO smo 
pričakovali tudi povečanje toksičnosti na celice, kar smo opazili pri enem delu rezultatov. 
Tretji dejavnik je bila temperatura priprave celične banke. Ryan (2004) omenja, da lahko 
občutljivost celičnih linij na podaljšan čas izpostavljenosti DMSO zmanjšamo z ohladitvijo 
celične suspenzije na 4 °C, zato nas je zanimalo, če znižanje temperature vpliva na 
zmanjšanje toksičnosti DMSO pri naši celični liniji. Izbrali smo dve temperaturi: 20 °C in 
4 °C. Temperatura priprave pri sobni temperaturi 20 °C predstavlja standardno zamrzovanje, 
priprava pri 4 °C pa predstavlja zamrzovanje s postopkom priprave v hladnem. Pričakovali 
smo, da bomo lahko pri nižji temperaturi priprave podaljšali čas izpostavljenosti DMSO ter 
da negativni učinek višje koncentracije krioprotektanta ne bo tako opazen. Znižanje 
temperature priprave zamrzovalne suspenzije se je izkazalo za učinkovito, saj so celice, 
zamrznjene pri najdaljšem času izpostavljenosti in najvišji koncentraciji DMSO, na dan 
P1D0 ohranile viabilnosti nad 97 %. 
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Namnoževanje celične kulture za pripravo banke je potekalo od 10 do 12 dni (Slika 13), obe 
biološki ponovitvi pa smo zamrznili na dan P3D3. Pred zamrzovanjem smo s tem želeli ujeti 
celice v eksponentni fazi, saj je regeneracija po odtaljevanju uspešnejša (Stacy in Masters, 
2008; USPC, 2018). Meritve koncentracije in viabilnosti so pokazale, da smo namnožili 
dovolj celične kulture za zamrzovanje z ustrezno viabilnostjo. Zamrzovalni suspenziji z 
dodanim DMSO smo po pretečenem času izpostavljenosti (tik pred zamrzovanjem) merili 
koncentracijo in viabilnost celic (Slika 14), saj smo s tem želeli preveriti, če so bile celice 
pred zamrzovanjem pri vseh pogojih v vitalnem stanju. Ti rezultati so zgolj informativne 
narave, saj smo meritve izvedli zgolj z enim vzorcem na pogoj, kjer je lahko zaradi redčenja 
prišlo do napak pri meritvah. Rezultati vseeno nakazujejo na to, da je kultura pred 
zamrzovanjem dosegala kriterije za zamrzovanje, na podlagi katerih se odločimo, ali bomo 
celično kulturo zamrznili. V našem primeru je to viabilnost celic nad 70 %, kar je interno 
določena meja v Lek d.d. Pred zamrzovanjem smo sicer opazili padanje viabilnosti pri 
vzorcih pri sobni temperaturi, kjer je bila najnižja izmerjena viabilnost 87,4 % pri najdaljšem 
času izpostavljenosti in 10 % DMSO, ki pa so bili pričakovani zaradi toksičnosti 
krioprotektanta DMSO na celice. Pri večini vzorcev, ki so bili pred vzorčenjem shranjeni na 
hladnem, pri najdaljšem času izpostavljenosti (180 minut) nismo zaznali padcev viabilnosti 
v primerjavi z najkrajšim časom izpostavljenosti (0 minut). V tem primeru je pri času 
izpostavljenosti 180 minut pri hladnem pogoju najnižjo viabilnost 97 % dosegel pogoj z 
dodanim DMSO v koncentraciji 5 %. Ker smo zamrznili celice, ki so imele pred 
zamrzovanjem viabilnost nad 70 %, lahko sklepamo, da so padci viabilnosti po odtaljevanju 
posledica različnih kombinacij spremljanih dejavnikov. Celična banka mora sicer ustrezati 
med celotnim časom gojenja glede na kriterije, ki jih določimo za vsako celično linijo 
posebej. V našem primeru celično banko smatramo za uspešno, če viabilnost, izmerjena 
takoj po odtaljevanju (P1D0), dosega vsaj 70 %.  
 
Pri standardnem zamrzovanju smo zaznali precejšne razlike med viabilnostmi v prvi pasaži 
po odtaljevanju med obema biološkima ponovitvama (Slika 15), kar smo upoštevali tudi pri 
obdelavi podatkov. V biološki ponovitvi A smo opazili manjše padce viabilnosti kot pri 
biološki ponovitvi B, saj je bila najnižja viabilnost v času gojenja pri biološki ponovitvi A 
83,6 % (5 % DMSO, 180 minut), pri biološki ponovitvi B pa 50,3 % (10 % DMSO, 
180 minut). Glede na dosedanje izkušnje s celično linijo CHO-X smo v biološki ponovitvi 
A pričakovali bolj razslojene vrednosti viabilnosti, ki do konca prve pasaže postanejo 
primerljive z viabilnostmi manj prizadetih celic, kot je vidno v biološki ponovitvi B. Do 
konca tretje pasaže se učinek zamrzovanja popolnoma izniči. Podoben odziv, kjer si celice 
kljub velikim padcem viabilnosti na dan P1D1 do konca pasaže skoraj popolnoma 
opomorejo, lahko opazimo tudi pri testiranju vpliva temperature na zamrznjeno celično 
kulturo, kjer smo uporabili isto celično linijo CHO-X (Slika 32; Priloga J). Razlike med 
biološkima ponovitvama lahko razložimo predvsem z biološko variabilnostjo, saj smo za 
obe biološki ponovitvi za namnoževanje kulture odtalili kriovialo iste glavne celične banke. 
Med drugim celična linija CHO-X, ki smo jo uporabili v našem poskusu, izvira iz celične 
linije, uporabljene v poskusu Marc (2018), ki se je izkazala za bolj občutljivo na pogoje 
zamrzovanja. V rezultatih prikazuje, da na dveh drugačnih celičnih linijah pri standardnem 
zamrzovanju viabilnosti niso padle pod 70 %. Najnižja izmerjena viabilnost pri eni celični 
liniji je bila približno 80 %, pri drugi pa 90 %. Glede na te rezultate lahko predvidevamo, da 
je odziv celic specifičen glede na celično linijo. Seth (2015) pojasnjuje, da običajno največje 
padce viabilnosti zaznamo na dan P1D1 zaradi zakasnjenega začetka celične smrti, 
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inducirane z zamrzovanjem, kjer celična viabilnost začne padati po 24‒48 urah in lahko po 
odtaljevanju pade tudi do 70 %. Pri statistični obdelavi podatkov smo se osredotočili 
predvsem na viabilnost na dan P1D0 (Sliki 23 in 24), saj je to prva informacija, ki smo jo 
dobili po odtaljevanju, na podlagi katere smo določali ustreznost celične banke. S stališča 
proizvodnega procesa je ta točka pomembna predvsem zaradi tega, ker pričakujemo na dan 
P1D1 padec viabilnosti, zato je pomembno, da je viabilnost na dan P1D0 čim višja. Kako 
velik bo padec viabilnosti, je odvisno od občutljivosti celične linije na stresne dejavnike. 
Kljub padcu viabilnosti na prvi dan po odtaljevanju se običajno viabilnost celic med 
namnoževanjem poviša, saj se nepoškodovane celice razmnožujejo naprej in prispevajo k 
višji viabilnosti celične kulture. Po izdelavi modela (Slika 24) smo ugotovili, da je na 
viabilnost najbolj vplivala temperatura priprave zamrzovalne suspenzije, takoj za tem pa 
biološka ponovitev, kar smo zaradi velikih razlik med njima pričakovali. P-vrednosti v 
modelu, v katerega smo vključili obe biološki ponovitvi, so bile za vsak dejavnik zelo visoke, 
zato smo preverili njegovo zanesljivost z izdelavo modela za vsako biološko ponovitev 
posebej (Priloga I). Pri biološki ponovitvi A smo dobili slab model, ki pa je vseeno nakazoval 
na to, da na viabilnost najbolj vplivata temperatura priprave zamrzovalne suspenzije ter 
koncentracija DMSO. Za biološko ponovitev B smo dobili dober model, ki je prikazoval, da 
ima največji vpliv temperatura priprave ter koncentracija DMSO. Oba modela posameznih 
bioloških ponovitev sta pri napovedi viabilnosti kazala na večje padce viabilnosti pri višji 
temperaturi priprave. Pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem sta imela 
koncentracija DMSO in čas izpostavljenosti manjši vpliv na viabilnost kot pri standardnem 
zamrzovanju. Na podlagi podobnih napovedi učinka temperature na druge dejavnike smo se 
odločili, da bomo skupnemu modelu z obema biološkima ponovitvami zaupali. Trdimo 
lahko, da ima na viabilnost po odtaljevanju največji vpliv temperatura zamrzovanja. Pri nižji 
temperaturi se tudi zmanjšajo negativni učinki višje koncentracije ter daljšega časa 
izpostavljenosti DMSO, ki so vidni pri standardnem zamrzovanju. 
 
Po odtaljevanju smo spremljali koncentracijo celic in pri standardnem zamrzovanju (Slika 
15; Priloga A) opazili doseganje nižjih koncentracij v prvi pasaži pri celicah, zamrznjenih 
pri daljšem času izpostavljenosti in višji koncentraciji DMSO. Pomembno je, da upoštevamo 
tudi standardne odklone, ki so v določenih primerih precej variabilni, kar nas lahko zavede 
pri interpretaciji. Posledice zamrzovanja so bile vidne na enak način v obeh bioloških 
ponovitvah. Absolutnih koncentracij celic ni bilo mogoče primerjati, saj so celice takoj po 
odtaljevanju dosegle različne koncentracije. Razlike so lahko posledica rokovanja s 
kriovialami med odtaljevanjem ali nepopolne homogeniziranosti zamrzovalne suspenzije 
pred polnjenjem kriovial. Za pravilnejšo interpretacijo rezultatov smo primerjali vrednosti 
PDL v prvi pasaži (Prilogi E in F). Pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem (Slika 
16; Priloga B) je bil vidnejši negativni učinek višje koncentracije DMSO na koncentracijo 
celic. Tudi v tem primeru smo ugotovili, da koncentracije celic takoj po odtaljevanju med 
seboj niso bile primerljive, zato smo primerjali vrednosti PDL v prvi pasaži (Priloga G in 
H). Ugotovili smo, da so celice, zamrznjene s postopkom priprave v hladnem, dosegle večje 
vrednosti PDL tudi pri najvišji koncentraciji in najdaljšem času izpostavljenosti DMSO. To 
se sklada z rezultati, saj so bile celice pri standardnem zamrzovanju bolj občutljive na 
koncentracijo DMSO in daljši čas izpostavljenosti. Za statistično obdelavo smo si izbrali 
koncentracijo celic na dan P1D4, saj ima pomembno informativno vrednost. Na četrti dan 
prve pasaže smo celice precepljali v pasažo 2, za kar potrebujemo zadostno koncentracijo 
celic za doseganje želene nacepitvene koncentracije. Glede na izdelan model (Slika 31) smo 
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ugotovili, da na koncentracijo celic najbolj vpliva temperatura priprave, nato sledita 
koncentracija DMSO in čas izpostavljenosti. Če pripravljamo zamrzovalno suspenzijo v 
hladnih pogojih, lahko pričakujemo višje koncentracije celic, kar je najverjetneje posledica 
tega, da so celice doživele manj stresa med zamrzovanjem. Vrednosti PDT, s katerimi smo 
ugotavljali splošno kondicijo celic v tretji pasaži, smo statistično obdelali. Ker smo dobili 
slab model (Slika 29), ne moremo z gotovostjo trditi, kateri dejavnik ima največji vpliv na 
rezultate. Model sicer nakazuje na to, da je v našem poskusu na PDT najbolj vplivala 
biološka ponovitev, kar smo razbrali tudi z grafov na slikah 17 in 18. Razlike lahko 
pojasnimo tudi s tem, da je izbrana celična linija, s katero je bil izveden poskus, zelo 
variabilna, kar je bilo vidno tudi v razlikah v koncentracijah in padcu viabilnosti med 
biološkima ponovitvama. Omeniti moramo tudi dejstvo, da smo od druge pasaže naprej 
gojili po 2 paralelki na posamezni pogoj, kar se izraža v manjši natančnosti rezultatov v 
primerjavi s pasažo 1, kjer smo imeli 3 paralelke na pogoj. Ker je PDT izračunana vrednost, 
se napake lahko pojavijo med izračuni in pri zaokroževanju rezultatov. Kljub razlikam lahko 
potrdimo, da so vsi rezultati ustrezni, saj so se vse vrednosti PDT pri standardnem 
zamrzovanju in zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem nahajale med 19 in 25,4 ure, 
kar je znotraj dovoljene variabilnosti (8 ur) za to celično linijo po internih kriterijih v Lek 
d.d. Abu-Absi in Srienc (2002) omenjata, da so imele celice CHO na različnih gojiščih 
podvojevalne čase od 15,5 do 25,5 ur. V tem primeru ne moremo potrditi ali zavrniti 
hipoteze, da bo podvojevalni čas celic krajši pri pripravi celične suspenzije pri nižji 
temperaturi ter nižji koncentraciji krioprotektantov, saj za to nimamo ustrezne statistične 
podlage. Za to bi bilo potrebno poskus ponoviti še enkrat, da bi lahko dobili večjo količino 
podatkov za obdelavo, kar pa v našem primeru ni bilo mogoče zaradi dolgotrajnosti procesa. 
 
Informacije o stanju celic, ki temeljijo predvsem na podatkih o koncentraciji in viabilnosti, 
so ključne pri razvoju uspešnih celičnih bank. V magistrski nalogi nas je zanimalo, če 
različni pogoji zamrzovanja vplivajo tudi na titer protiteles (Sliki 19 in 20), ki jih proizvedejo 
celice. Za pridobivanje visokih titrov želenega produkta ni dovolj samo dober celični klon, 
ampak je pomembno imeti tudi optimizirane načine gojenja ter gojišča. Za gojenje celic v 
industrijske namene so v uporabi definirana gojišča, ki imajo različne namene uporabe. 
Nekatera se uporabljajo z namenom spodbujanja celične rasti do visokih koncentracij, druga 
za podaljševanje živosti celic ali spodbujanja celično specifične produktivnosti. Pri 
bioprocesih z dohranjevanjem se za povečevanje produktivnosti dodaja tudi raztopine za 
dohranjevanje, ki so navadno bolj koncentrirane od gojišča (Pan in sod., 2017). V našem 
eksperimentu smo poleg namnoževanja celic v rastnem gojišču z namenom merjenja 
produktivnosti celice v četrti pasaži nacepili v višji koncentraciji v produkcijsko gojišče (z 
izjemo biološke ponovitve B pri standardnem zamrzovanju). S tem smo začeli izvajati 
bioproces z dohranjevanjem. Z raztopinami za dohranjevanje smo dodajali vir ogljika in 
aminokisline, ki jih celice potrebujejo za preživetje ter tvorbo produkta. V biološki ponovitvi 
A smo pri prvem dohranjevanju uporabili raztopino, ki je vsebovala kemikalijo, ki v 
določenih primerih vpliva na zniževanje titra, v naslednjih dohranjevanjih pa predpisano 
raztopino za dohranjevanje. V biološki ponovitvi B smo ves čas uporabljali raztopino, ki ni 
vsebovala te kemikalije. Kljub majhni razliki v dohranjevanju nismo opazili negativnega 
vpliva na titer protiteles. Predvidevali smo, da bodo celice, ki rastejo počasneje, več energije 
namesto v rast usmerile v tvorbo produkta. To smo želeli preveriti s primerjanjem vrednosti 
kumulativnega PDL (Sliki 19 in 20). Pri standardnem zamrzovanju so manjše vrednosti 
dosegale celice, ki so bile v prvi pasaži bolj prizadete od posledic zamrzovanja. Ker je bila 
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rast od druge pasaže naprej primerljiva pri vseh pogojih, manjše vrednosti PDL niso 
posledica počasnejše rasti celic. Med bioprocesom z dohranjevanjem v četrti pasaži 
upočasnitev rasti najverjetneje dosežemo s spremembo temperature, kjer znižamo 
temperaturo gojenja celic. Kou in sod. (2011) trdijo, da sprememba temperature gojenja celic 
s 37 °C na 30 °C povečuje produktivnost pri različnih celičnih linijah. S statistično obdelavo 
podatkov smo želeli potrditi ali zavrniti hipotezo, da način zamrzovanja ne bo vplival na titer 
IgG ob koncu bioprocesa. Zadnji dan produkcijske faze smo si izbrali, ker je na ta dan titer 
protiteles, ki so jih proizvedle celice, največji. Izdelali smo model (Slika 31) z obema 
biološkima ponovitvama, pri katerem je imela največji vpliv sama biološka ponovitev, kar 
je bilo tudi pričakovano, saj nacepitvena koncentracija pri standardnem zamrzovanju ni bila 
enaka. Na dobljenem modelu so se podatki znotraj ene biološke ponovitve razdelili v dve 
skupini, kar pojasnjujemo z nižjo nacepitveno koncentracijo pri biološki ponovitvi B pri 
standardnem zamrzovanju. Predvidevali smo, da priprava zamrzovalne suspenzije ne bo 
imela vpliva na titer konec četrte pasaže, saj vmes poteka dolgotrajno gojenje in bioproces, 
čeprav tega glede na dobljene rezultate ne moremo trditi. Kljub temu da ne moremo pojasniti 
vpliva zamrzovanja na titer IgG, lahko opazimo, da na titer vpliva način gojenja celic. 
Omeniti moramo tudi, da merjenje titra na napravi Cedex Bio HT ne daje tako natančnih 
rezultatov kot druge analitske metode, ki se uporabljajo v industriji. Primer je tekočinska 
kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) za čiščenje, kvalifikacijo in kvantifikacijo 
dobljenega proteina. Kljub temu smo v literaturi zasledili, da so Zhang in sod. (2006) po 
optimizaciji gojišča dosegli titre okoli 3 g/l pri koncentraciji celic 10×106 celic/ml pri  
14-dnevnem bioprocesu z dohranjevanjem v SF. To se sklada z našimi rezultati (Sliki 19 in 
20), kjer smo dobili titre med 3 g/l in 4,1 g/l. Ker se titri IgG lahko razlikujejo tudi zaradi 
različnih koncentracij celic v četrti pasaži, smo izračunali produktivnost celic (Sliki 21 in 
22). Opazili smo, da so celice, zamrznjene pri standardnih pogojih, proizvedle več celičnega 
produkta v primerjavi z večino celic, zamrznjenih s postopkom priprave v hladnem. Vidna 
je tudi razlika med biološko ponovitvijo A in B pri standardnem zamrzovanju, kjer so celice 
pri biološki ponovitvi B dosegle večjo produktivnost. Te celice so bile v četrti pasaži 
nacepljene z nižjo nacepitveno koncentracijo, zato bi pričakovali manjšo produktivnost 
zaradi večje usmerjenosti energije v rast celic. V primerjavi z biološko ponovitvijo A so 
imele vrednosti produktivnosti večje standardne deviacije pri nekaterih pogojih z večjo 
produktivnostjo. Zaradi tega ne moremo zaključiti, da so bile celice pri biološki ponovitvi B 
bolj produktivne.  
 
Priprava celične banke ni edina kritična točka, ki lahko vpliva na koncentracijo in viabilnost 
celic. Zaradi rokovanja s kriovialami so lahko podvržene temperaturnim spremembam, kljub 
temu da so celice po zamrzovanju shranjene pri temperaturi ≤ ‒130 °C. Ob vnosu in iznosu 
kriovial iz krioposode, med transportom ter drugimi postopki lahko prihaja do segrevanja, 
saj pridejo krioviale v stik s sobno temperaturo. Poleg tega vodi počasno odtaljevanje v 
poškodbe celic zaradi ponovne kristalizacije in izpostavljenosti visokim koncentracijam 
krioprotektanta (USPC, 2018). Ryan (2004) predlaga, da s kriovialami rokujemo na suhem 
ledu ali v tekočem dušiku, da temperatura ne naraste nad ‒70 °C. Tyler in sod. (1996) so pri 
poskusu na semenskem materialu sesalcev, ki je bil shranjen v krioslamicah in kriovialah, 
ugotovili, da temperaturna sprememba ni linearna in je največja v prvih 20 sekundah 
identifikacije vzorca na sobni temperaturi. Testirani volumni vzorcev so bili od 0,25 ml in 
0,5 ml za krioslamice ter 0,5 ml za krioviale. Vsi vzorci so v 40 sekundah dosegli 
temperature > ‒80 °C. Ugotovili so, da manjše razmerje med površino in volumnom vzorca 
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v kriovialah ter večja debelina stene krioviale podaljša čas za doseganja kritične temperature. 
V našem poskusu smo delali s kriovialami in volumnom vzorca 1 ml, ampak smo glede na 
podatke iz literature predevali, da bodo po eni uri zagotovo dosegle želeno testirano 
temperaturo. Testirali smo pet različnih temperatur, ki ponazarjajo primer neustreznega 
ravnanja s kriovialami: ‒60 °C, pri kateri se ponovno začnejo biološki procesi, ‒40 °C,  
‒20 °C, 0 °C in RT. Pričakovali smo, da bo izpostavljenost višjim temperaturam povzročila 
večjo škodo, kar se bo izrazilo v nižji viabilnosti in koncentraciji celic. Glede na to, da smo 
za testiranje uporabili celične linije, ki so različno občutljive na stresne dejavnike, kot je na 
primer temperatura, smo pričakovali tudi različne odzive po odtaljevanju. Celične linije so 
se, kot smo predvidevali, odzivale različno, odziv pa je bil pri celični liniji CHO-X in CHO-
Y v skladu z običajnim odzivom posamezne celične linije. Pri celični liniji CHO-X (Slika 
32; Priloga J) smo v primerjavi s celičnima linijama CHO-Y (Slika 33; Priloga J) in CHO-Z 
(Slika 34; Priloga J) opazili večjo razslojitev rezultatov, razlike med viabilnostmi znotraj 
pogojev pa so bile velike. Največjo standardno deviacijo smo opazili pri pogoju ‒20 °C, kjer 
so celice dosegle viabilnost 77,5 % ± 21,7 %. Kljub raznolikosti in doseženi najnižji 
koncentraciji (0,89×106 celic/ml ± 0,51×106 celic/ml) in viabilnosti (59,1 % ± 12,3 %) v 
primerjavi z drugima celičnima linijama so si celice ob koncu pasaže opomogle, kar je 
značilna lastnost te celične linije. Viabilnosti so bile pri celični liniji CHO-Y na koncu pasaže 
(89,3 %‒90,5 %) nižje kot takoj po odtaljevanju (92,6 %‒97,5 %), kar je tudi znana lastnost 
uporabljene celične linije. Pri celični liniji CHO-Z smo glede na dosedanje izkušnje 
pričakovali, da bodo padci viabilnosti večji od tistih, ki smo jih izmerili. Različne 
temperature v tem primeru skoraj niso imele vpliva (najnižja viabilnost je bila 94,8 % ± 
0,9 %). Opazili smo tudi, da so imele celice CHO-Z v primerjavi s celičnima linijama  
CHO-X in CHO-Y zelo visoke viabilnosti takoj po odtaljevanju (pri vseh pogojih nad 98 
%). V vseh primerih so celice pri vseh celičnih linijah po odtaljevanju dosegle viabilnosti 
nad 90 % (Slike 32, 33, 34; Priloga J). Meja za uspešnost, ki smo si jo postavili, je bila 
viabilnost celic nad 70 % na dan P1D0. Pričakovano so celice celičnih linij CHO-X in  
CHO-Z dosegle najnižje viabilnosti na dan P1D1 (59,1 %, pogoj 0 °C, in 94,8 %, pogoj  
‒20 °C), razen pri celični liniji CHO-Y, kjer so celice dosegle najnižje viabilnosti na dan 
P1D3 (87 %, pogoj ‒20 °C). To razlagamo kot posledico lastnosti celične linije, saj 
viabilnost do konca pasaže pada. V večini primerov so viabilnosti padale glede na 
izpostavljenost višji temperaturi, kar je v skladu z našimi pričakovanji. Izjema je bil pogoj  
‒20 °C, ki je v primeru celičnih linij CHO-Y in CHO-Z dosegel nižje viabilnosti kot pogoj 
RT. Pri celični liniji CHO-X sta najnižje viabilnosti dosegla pogoja 0 °C in RT, na sredini 
pa se je nahajal pogoj ‒20 °C. Zaradi variabilnosti med rezultati znotraj enega pogoja pri 
celični liniji CHO-X ne moremo predvidevati, v kolikšni meri bo višja temperatura 
negativno vplivala na celice, lahko pa predvidevamo, da si bodo celice do konca prve pasaže 
opomogle in imele viabilnost nad 70 %, kar se sklada tudi z rezultati testiranja različnih 
koncentracij in časa izpostavljenosti DMSO. Ugotovili smo, da je odziv zamrznjene celične 
kulture odvisen predvsem od celične linije, saj so različno občutljive na stresne dejavnike. 
Ker so zamrznjene krioviale med rokovanjem izpostavljene več različnim temperaturam, bi 
lahko za dodatno razumevanje posameznih celičnih linij izvedli dodatne poskuse simuliranja 
neustreznega rokovanja s kriovialami in na podlagi teh podatkov ustvarili natančnejše 
protokole za transport in rokovanje. S pomočjo takšnih protokolov bi zmanjšali vpliv 
človeških napak pri rokovanju in posledično lahko zagotovili kakovost celične banke v vseh 
fazah procesa. 
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7 SKLEPI 
 
V okviru magistrskega dela smo ugotovili naslednje: 
• Nižja temperatura ob pripravi zamrzovalne suspenzije omogoča daljši čas 
izpostavljenosti celic krioprotektantu DMSO pred zamrzovanjem tudi pri višji 
koncentraciji DMSO. Pri zamrzovanju s postopkom priprave v hladnem so bile celice 
lahko izpostavljene koncentraciji 10 % DMSO tudi 180 minut in ohranile viabilnost nad 
97 %. 
• Hipoteze, da bo podvojevalni čas celic manjši pri pripravi zamrzovalne suspenzije pri 
nižji temperaturi ter nižji koncentraciji krioprotektantov, nismo uspeli statistično potrditi, 
kakor tudi ne hipoteze, da izbran postopek zamrzovanja, sestava zamrzovalnega medija, 
temperatura priprave suspenzije in čas priprave nimajo vpliva na titer proizvedenih 
protiteles. Opazili smo, da je bila produktivnost celic, zamrznjenih s postopkom priprave 
v hladnem, manjša od tistih, zamrznjenih pri standardnih pogojih. 
• Ugotovili smo, da je odziv na temperaturo specifičen za vsako celično linijo posebej. 
Trajno shranjene celice so po izpostavljenosti sobni temperaturi za eno uro po 
odtaljevanju dosegle ≥ 70 % viabilnosti pri vseh testiranih celičnih linijah. 
Glede na dosedanje izkušnje s celičnimi linijami smo uspeli dobro napovedati odzive celic, 
čeprav bi v določenih primerih za natančnejše rezultate in interpretacijo potrebovali več 
ponovitev poskusov zaradi variabilnosti določenih celičnih linij. Zaradi boljše seznanjenosti 
s statističnimi orodji, ki smo jih uporabili za analizo rezultatov, se nam zdi smiselno, da v 
prihodnje za bolj učinkovito načrtovanje eksperimentov izkoristimo celoten potencial 
programov. Optimiziramo lahko število pogojev znotraj preverjanih dejavnikov v poskusih, 
saj je s pomočjo modelov mogoče napovedati odziv celic. Pomemben del, ki ga je vredno v 
prihodnosti bolj podrobno raziskati, je tudi vpliv rokovanja in transporta na celice, saj bomo 
le z razumevanjem uspeli izdelati nove uspešne protokole. Med transportom, kjer se spremlja 
temperatura, bi lahko natančneje in za vsako celično linijo posebej definirali časovno 
izpostavljenost temperaturam, drugačnim od pogojev shranjevanja. 
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8 POVZETEK 
 
V farmacevtski industriji je trajna celična linija iz ovarija kitajskega hrčka (CHO) 
pomemben produkcijski sistem za proizvodnjo rekombinantnih proteinov. Ker so celice med 
gojenjem podvržene staranju in posledično spremembam, jih za potrebe proizvodnje in 
razvoja zamrznemo in shranjujemo daljše časovno obdobje pri ultra nizkih temperaturah 
(≤  ‒130 °C). Med zamrzovanjem oz. pripravo celične banke lahko pride do poškodb celic 
zaradi nizkih temperatur, ki pa jih omejujemo z dodatkom krioprotektantov. Krioprotektant 
DMSO, ki smo ga uporabljali, je najpogosteje uporabljen krioprotektant pri zamrzovanju 
celic CHO, ki pa je za celice toksičen predvsem v višjih koncentracijah in pri daljšem času 
izpostavljenosti. Z optimizacijo teh dejavnikov lahko izdelamo celične banke, ki imajo po 
odtaljevanju višje viabilnosti ter dosegajo višje koncentracije ob koncu pasaže. Ugotovili 
smo, da je vpliv DMSO na celice manjši ob znižanju temperature priprave zamrzovalne 
suspenzije ter ohladitvi materiala za pripravo celične banke. To pomeni, da so lahko celice 
izpostavljene DMSO tudi do 180 minut, kakor tudi višjim koncentracijam DMSO (10 %). 
Kljub temu so boljše rezultate dosegle celice, zamrznjene pri nižji koncentraciji DMSO, kar 
je bilo očitno predvsem pri zamrzovanju pri sobni temperaturi. V raziskavo smo vključili 
tudi preverjanje vpliva načina zamrzovanja na titer IgG. Po 14-dnevnem bioprocesu z 
dohranjevanjem vpliva na titer IgG nismo uspeli dokazati. Ker priprava celične banke ni 
edina kritična točka pri doseganju ustreznih viabilnosti in koncentracij, smo testirali tudi 
vpliv temperature na krioviale, ki so shranjene pri ultra nizkih temperaturah. Celice lahko 
med rokovanjem in transportom dosegajo temperature, kjer se že začnejo biološki procesi. 
Spremembe temperature lahko negativno vplivajo na celice. Ugotovili smo, da so se 
zamrznjene celice na izpostavljenost različnim temperaturam odzivale specifično glede na 
celično linijo; pri eni liniji učinka skoraj ni bilo mogoče zaznati. Vsi eksperimenti, ki smo 
jih izvedli, imajo veliko informativno vrednost za spoznavanje odzivov celičnih linij.  
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PRILOGA A 
Grafično prikazane viabilnosti celic, zamrznjenih standardno med gojenjem do konca tretje 
pasaže (dan 10). Prva slika prikazuje biološko ponovitev A, druga pa B. 
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PRILOGA B 
Grafično prikazane viabilnosti celic, zamrznjenih s postopkom priprave v hladnem med 
gojenjem do konca tretje pasaže (dan 10). Prva slika prikazuje biološko ponovitev A, druga 
pa B. 
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PRILOGA C 
Grafično prikazane koncentracije celic, zamrznjenih standardno med gojenjem do konca 
tretje pasaže (dan 10). Prva slika prikazuje biološko ponovitev A, druga pa B. 
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PRILOGA D 
Grafično prikazane koncentracije celic, zamrznjenih s postopkom priprave v hladnem med 
gojenjem do konca tretje pasaže (dan 10). Prva slika prikazuje biološko ponovitev A, druga 
pa B. 
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PRILOGA E 
Vrednosti PDL ter standardne deviacije (StDev) pri standardnem zamrzovanju za biološko 
ponovitev A. 
 
DMSO 
(%) 
Čas 
izpost. 
(min) 
 P1 P2 P3 P4D4 P4D7 P4D10 P4D12 P4D14 
5 
0 
PDL 4,59 3,30 3,70 3,80 0,90 0,11 -0,08 -0,13 
StDev 0,08 0,29 0,02 0,30 0,06 0,08 0,08 0,05 
60 
PDL 3,76 3,08 3,46 3,49 1,02 0,00 0,05 -0,17 
StDev 0,39 0,03 0,20 0,20 0,01 0,00 0,07 0,10 
90 
PDL 3,88 3,31 3,25 3,64 0,93 0,06 0,00 -0,12 
StDev 0,40 0,32 0,19 0,21 0,04 0,01 0,01 0,07 
120 
PDL 3,65 3,24 3,12 3,48 0,97 0,04 -0,01 -0,12 
StDev 0,18 0,54 0,20 0,24 0,03 0,12 0,05 0,02 
180 
PDL 3,19 3,38 3,05 3,46 0,93 -0,04 0,04 -0,09 
StDev 0,32 0,08 0,05 0,14 0,01 0,06 0,03 0,08 
7,5 
0 
PDL 4,05 3,10 3,23 3,25 0,94 0,17 -0,08 -0,13 
StDev 0,14 0,12 0,23 0,03 0,08 0,01 0,01 0,03 
60 
PDL 3,66 3,41 2,92 3,36 1,00 0,03 0,02 -0,11 
StDev 0,07 0,56 0,16 0,34 0,01 0,13 0,07 0,06 
90 
PDL 3,77 3,16 3,24 3,36 0,94 0,04 0,02 -0,15 
StDev 0,11 0,14 0,21 0,19 0,04 0,00 0,04 0,01 
120 
PDL 3,86 3,37 3,17 3,16 0,92 0,05 0,04 -0,15 
StDev 0,25 0,27 0,39 0,02 0,00 0,04 0,04 0,00 
180 
PDL 3,72 3,55 3,25 3,45 0,95 0,16 -0,05 -0,10 
StDev 0,44 0,10 0,01 0,17 0,17 0,19 0,06 0,04 
10 
0 
PDL 4,24 3,04 2,99 2,92 0,90 0,13 0,01 -0,09 
StDev 0,20 0,17 0,29 0,03 0,11 0,03 0,13 0,04 
60 
PDL 4,06 3,56 3,50 3,27 0,97 0,01 0,05 -0,15 
StDev 0,15 0,00 0,15 0,21 0,05 0,08 0,02 0,01 
90 
PDL 3,71 3,19 3,00 3,37 0,86 0,09 0,02 -0,11 
StDev 0,26 0,10 0,02 0,04 0,06 0,06 0,09 0,01 
120 
PDL 3,53 3,36 3,03 3,25 0,98 -0,02 0,03 -0,07 
StDev 0,25 0,05 0,21 0,07 0,00 0,06 0,03 0,07 
180 
PDL 3,06 2,95 2,79 2,96 0,93 0,08 -0,06 -0,08 
StDev 0,77 0,19 0,03 0,05 0,03 0,01 0,04 0,04 
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PRILOGA F 
Vrednosti PDL ter standardne deviacije (StDev) pri standardnem zamrzovanju za biološko 
ponovitev B. 
 
DMSO 
(%) 
Čas 
izpost. 
(min) 
 P1 P2 P3 P4D4 P4D7 P4D10 P4D12 P4D14 
5 
0 
PDL 4,99 3,48 4,71 4,52 1,07 0,03 0,09 -0,25 
StDev 0,29 0,15 0,19 0,08 0,00 0,07 0,08 0,03 
60 
PDL 4,33 3,41 4,49 4,33 0,99 0,01 0,15 -0,30 
StDev 0,17 0,09 0,04 0,01 0,08 0,06 0,05 0,06 
90 
PDL 4,27 3,48 4,59 4,27 1,08 0,10 0,03 -0,19 
StDev 0,14 0,02 0,22 0,04 0,04 0,04 0,06 0,11 
120 
PDL 3,95 3,61 4,40 4,50 1,20 -0,01 0,16 -0,33 
StDev 0,11 0,13 0,15 0,15 0,08 0,07 0,00 0,08 
180 
PDL 3,83 3,43 4,30 4,30 1,14 0,12 -0,03 -0,25 
StDev 0,34 0,08 0,10 0,18 0,04 0,01 0,04 0,10 
7,5 
0 
PDL 4,02 3,15 4,27 4,27 1,30 0,04 -0,02 -0,12 
StDev 0,02 0,04 0,09 0,10 0,08 0,01 0,12 0,21 
60 
PDL 3,90 3,17 4,33 4,24 1,20 0,08 -0,08 -0,21 
StDev 0,42 0,09 0,25 0,13 0,06 0,02 0,07 0,02 
90 
PDL 4,04 3,60 4,39 4,33 1,15 0,06 0,09 -0,24 
StDev 0,08 0,02 0,04 0,17 0,01 0,03 0,05 0,06 
120 
PDL 3,75 3,64 4,60 4,46 1,17 0,07 -0,03 -0,20 
StDev 0,29 0,18 0,28 0,22 0,10 0,00 0,06 0,03 
180 
PDL 3,15 3,58 4,52 4,29 1,25 0,07 -0,03 -0,15 
StDev 0,09 0,01 0,04 0,00 0,04 0,10 0,05 0,09 
10 
0 
PDL 4,54 3,38 4,64 4,41 1,24 0,02 -0,01 -0,20 
StDev 0,03 0,11 0,22 0,03 0,09 0,03 0,01 0,02 
60 
PDL 4,17 3,56 4,40 4,17 1,20 0,05 0,07 -0,31 
StDev 0,07 0,02 0,07 0,10 0,06 0,01 0,05 0,07 
90 
PDL 3,57 3,42 4,41 4,37 1,20 0,11 -0,04 -0,20 
StDev 0,17 0,04 0,24 0,08 0,05 0,01 0,02 0,04 
120 
PDL 2,30 3,42 4,17 4,13 1,18 0,08 -0,05 -0,20 
StDev 0,23 0,16 0,07 0,12 0,02 0,02 0,09 0,07 
180 
PDL 2,02 3,26 4,10 4,25 1,06 0,13 -0,07 -0,23 
StDev 0,13 0,09 0,13 0,11 0,04 0,08 0,10 0,09 
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PRILOGA G 
Vrednosti PDL ter standardne deviacije (StDev) pri zamrzovanju s postopkom priprave v 
hladnem za biološko ponovitev A. 
 
DMSO 
(%) 
Čas 
izpost. 
(min) 
 P1 P2 P3 P4D4 P4D7 P4D10 P4D12 P4D14 
5 
0 
PDL 4,38 3,40 4,44 3,30 1,06 0,08 0,07 -0,09 
StDev 0,18 0,05 0,19 0,04 0,08 0,02 0,03 0,04 
60 
PDL 4,12 3,08 4,25 3,44 1,05 0,14 0,01 0,06 
StDev 0,40 0,22 0,40 0,12 0,15 0,14 0,05 0,05 
90 
PDL 4,22 2,97 4,46 3,58 0,91 0,14 -0,05 0,03 
StDev 0,27 0,18 0,04 0,08 0,04 0,04 0,03 0,05 
120 
PDL 4,20 3,20 4,42 3,57 1,01 0,04 0,02 0,03 
StDev 0,30 0,09 0,01 0,17 0,06 0,04 0,08 0,12 
180 
PDL 4,03 3,10 4,30 3,54 0,87 0,15 0,01 0,06 
StDev 0,08 0,37 0,02 0,03 0,07 0,03 0,07 0,02 
7,5 
0 
PDL 4,41 3,19 4,13 3,69 0,91 0,13 -0,06 0,07 
StDev 0,23 0,04 0,08 0,06 0,03 0,02 0,00 0,03 
60 
PDL 4,38 3,42 4,12 3,51 0,97 0,08 0,00 0,01 
StDev 0,22 0,45 0,06 0,02 0,04 0,02 0,00 0,01 
90 
PDL 4,29 3,34 4,31 3,59 0,89 0,06 0,07 0,08 
StDev 0,25 0,19 0,02 0,06 0,03 0,02 0,04 0,01 
120 
PDL 4,32 3,59 4,29 3,41 1,00 0,14 -0,02 0,02 
StDev 0,01 0,05 0,16 0,01 0,02 0,01 0,05 0,08 
180 
PDL 4,15 3,65 4,30 3,22 0,93 0,12 0,03 0,04 
StDev 0,28 0,39 0,21 0,16 0,12 0,02 0,03 0,00 
10 
0 
PDL 4,22 3,06 4,08 3,45 0,82 0,16 -0,07 -0,01 
StDev 0,07 0,08 0,37 0,10 0,03 0,09 0,04 0,03 
60 
PDL 4,02 3,17 4,18 3,38 0,95 0,05 0,02 0,11 
StDev 0,05 0,00 0,16 0,08 0,06 0,03 0,03 0,10 
90 
PDL 4,24 3,30 4,39 3,52 0,83 0,10 -0,01 0,32 
StDev 0,12 0,08 0,05 0,06 0,02 0,02 0,02 0,41 
120 
PDL 4,31 3,21 4,08 3,31 0,87 0,12 0,10 -0,22 
StDev 0,27 0,01 0,23 0,13 0,06 0,06 0,09 0,35 
180 
PDL 4,21 3,11 4,23 3,19 1,06 0,18 0,21 -0,06 
StDev 0,32 0,01 0,11 0,52 0,02 0,07 0,00 0,02 
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PRILOGA H 
Vrednosti PDL ter standardne deviacije (StDev) pri zamrzovanju s postopkom priprave v 
hladnem za biološko ponovitev B. 
 
DMSO 
(%) 
Čas 
izpost. 
(min) 
 P1 P2 P3 P4D4 P4D7 P4D10 P4D12 P4D14 
5 
0 
PDL 4,39 3,21 4,12 3,75 0,70 0,12 0,00 0,00 
StDev 0,16 0,23 / / / / / / 
60 
PDL 4,11 3,28 4,27 3,97 0,68 0,13 0,05 -0,01 
StDev 0,07 0,16 0,11 0,15 0,01 0,14 0,08 0,05 
90 
PDL 4,22 3,16 4,18 3,75 0,76 0,10 0,09 -0,03 
StDev 0,01 0,06 0,03 0,02 0,02 0,01 0,01 0,03 
120 
PDL 4,21 3,50 3,98 3,65 0,83 0,14 0,00 0,04 
StDev 0,25 0,05 0,21 0,02 0,01 0,00 0,04 0,03 
180 
PDL 4,29 3,33 4,46 3,83 0,79 0,15 0,07 0,00 
StDev 0,10 0,29 0,07 0,07 0,03 0,02 0,01 0,02 
7,5 
0 
PDL 4,35 3,34 4,15 3,72 0,87 0,12 0,10 0,04 
StDev 0,09 0,12 0,02 0,14 0,03 0,08 0,02 0,07 
60 
PDL 4,27 3,28 4,34 3,62 0,84 0,11 0,09 0,04 
StDev 0,23 0,06 0,07 0,01 0,01 0,00 0,02 0,04 
90 
PDL 4,27 3,22 4,38 3,74 0,84 0,13 0,07 0,04 
StDev 0,16 0,02 0,05 0,14 0,07 0,01 0,02 0,01 
120 
PDL 4,24 3,33 4,33 3,76 0,76 0,18 0,09 -0,08 
StDev 0,09 0,22 0,05 0,04 0,04 0,02 0,06 0,08 
180 
PDL 4,33 3,62 4,36 3,73 0,84 0,19 0,03 -0,11 
StDev 0,09 0,25 0,13 0,08 0,07 0,00 0,06 0,04 
10 
0 
PDL 4,34 3,20 4,16 3,67 0,78 0,16 -0,01 -0,06 
StDev 0,07 0,10 0,00 0,03 0,11 0,15 0,02 0,01 
60 
PDL 4,28 3,21 4,14 3,88 0,74 0,16 -0,03 -0,06 
StDev 0,10 0,13 0,09 0,20 0,12 0,14 0,00 0,07 
90 
PDL 4,31 3,31 4,24 3,83 0,83 0,12 0,03 0,01 
StDev 0,05 0,03 0,17 0,13 0,02 0,08 0,02 0,05 
120 
PDL 4,41 3,17 4,11 3,66 0,73 0,23 0,01 0,10 
StDev 0,14 0,04 0,15 0,03 0,02 0,04 0,04 0,00 
180 
PDL 4,29 3,47 4,27 3,73 0,71 0,16 0,03 0,10 
StDev 0,09 0,12 0,15 0,03 0,09 0,06 0,09 0,05 
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PRILOGA I 
Modela vpliva dejavnikov z interakcijskima profiloma na spremenljivko »viabilnost celic« 
na dan P1D0. 
 
Biološka ponovitev A 
 
 
 
 
Biološka ponovitev B 
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PRILOGA J 
Vrednosti koncentracije – VCD (celic/ml) in viabilnosti celic (%) s pripadajočimi 
standardnimi deviacijami po dnevih. 
 
Celična linija X (Slika 30) 
Temperatura   P1D0 P1D1 P1D2 P1D3 P1D4 
‒60 °C 
Viabilnost 97,7 ± 1,0 86,6 ± 2,2 89,7 ± 2,9 93,8 ± 1,3 95,8 ± 1,1 
VCD 0,22 ± 0,01 0,27 ± 0,02 0,49 ± 0,04 1,06 ± 0,14 2,13 ± 0,28 
‒40 °C 
Viabilnost 96,9 ± 1,3 85,1 ± 4,4 87,9 ± 3,4 93,5 ± 1,1 96,1 ± 0,9 
VCD 0,22 ± 0,01 0,25 ± 0,03 0,48 ± 0,10 1,00 ± 0,20 2,03 ± 0,31 
‒20 °C 
Viabilnost 94,0 ± 5,6 77,5 ± 21,7 81,0 ± 18,9 89,2 ± 11,4 94,4 ± 5,8 
VCD 0,21 ± 0,01 0,23 ± 0,09 0,44 ± 0,20 0,92 ± 0,40 1,83 ± 0,75 
0 °C 
Viabilnost 90,9 ± 1,7 59,1 ± 12,3 59,1 ± 18,8 74,4 ± 15,3 85,9 ± 10,9 
VCD 0,20 ± 0,01 0,15 ± 0,06 0,19 ± 0,09 0,43 ± 0,21 0,89 ± 0,51 
RT 
Viabilnost 94,4 ± 2,0 61,5 ± 12,5 64,4 ± 16,8 80,2 ± 14,7 88,6 ± 9,6 
VCD 0,18 ± 0,01 0,21 ± 0,06 0,24 ± 010 0,52 ± 0,20 1,02 ± 0,39 
Celična linija Y (Slika 31) 
Temperatura   P1D0 P1D1 P1D2 P1D3 P1D4 
‒60 °C 
Viabilnost 97,5 ± 0,6 94,5 ± 0,5 95,2 ± 1,4 90,2 ± 0,7 90,5 ± 1,1 
VCD 0,24 ± 0,02 0,38 ± 0,01 0,71 ± 0,02 1,06 ± 0,03 1,61 ± 0,12 
‒40 °C 
Viabilnost 96,6 ± 1,5 91,2 ± 1,7 93,6 ± 0,6 89,7 ± 1,7 90,6 ± 2,8 
VCD 0,21 ± 0,02 0,31 ± 0,06 0,61 ± 0,09 0,91 ± 0,23 1,58 ± 0,44 
‒20 °C 
Viabilnost 95,4 ± 1,5 87,6 ± 2,6 89,1 ± 3,0 87,0 ± 2,1 89,4 ± 0,9 
VCD 0,22 ± 0,02 0,32 ± 0,05 0,54 ± 0,05 0,92 ± 0,08 1,38 ± 0,22 
0 °C 
Viabilnost 94,6 ± 1,4 90,2 ± 2,4 91,0 ± 1,5 89,2 ± 1,8 90,4 ± 2,8 
VCD 0,19 ± 0,03 0,30 ± 0,07 0,54 ± 0,11 0,97 ± 0,25 1,51 ± 0,45 
RT 
Viabilnost 92,6 ± 1,2 88,6 ± 1,5 89,1 ± 1,3 88,3 ± 2,1 89,3 ± 1,2 
VCD 0,23 ± 0,01 0,45 ± 0,12 0,60 ± 0,05 0,99 ± 0,15 1,52 ± 0,13 
Celična linija Z (Slika 32) 
Temperatura   P1D0 P1D1 P1D2 P1D3 P1D4 
‒60 °C 
Viabilnost 98,4 ± 0,9 98,3 ± 0,5 98,6 ± 0,4 98,5 ± 0,4 98,4 ± 0,4 
VCD 0,20 ± 0,03 0,31 ± 0,03 0,65 ± 0,04 1,37 ± 0,04 2,50 ± 0,09 
‒40 °C 
Viabilnost 98,8 ± 0,9 96,6 ± 1,2 98,3 ± 0,7 98,3 ± 0,5 98,3 ± 0,2 
VCD 0,19 ± 0,01 0,32 ± 0,03 0,75 ± 0,04 1,61 ± 0,07 2,89 ± 0,23 
‒20 °C 
Viabilnost 98,8 ± 0,4 94,8 ± 0,9 96,8 ± 0,6 97,6 ± 0,4 97,8 ± 0,4 
VCD 0,19 ± 0,02 0,35 ± 0,06 0,70 ± 0,07 1,51 ± 0,15 2,66 ± 0,32 
0 °C 
Viabilnost 98,1 ± 1,0 95,4 ± 2,0 97,4 ± 1,2 97,8 ± 1,0 97,6 ± 0,9 
VCD 0,20 ± 0,02 0,36 ± 0,04 0,70 ± 0,11 1,52 ± 0,20 2,55 ± 0,46 
RT 
Viabilnost 98,0 ± 1,0 95,0 ± 2,0 97,3 ± 1,0 97,5 ± 0,8 97,0 ± 0,6 
VCD 0,21 ± 0,01 0,38 ± 0,07 0,70 ± 0,08 1,32 ± 0,21 2,39 ± 0,34 
 
